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Глава 14 


Ответ хозяина на вирусную инфекцию 

Дж. Г. П. Сиссоне , М. Б. А. Олдстоун 1 


Главным двигателем эволюции иммунной системы была необ¬ 
ходимость преодоления организмом инфекции. Начало иммуно¬ 
логии как науки иногда относят к опытам Эдварда Дженнера по 
профилактике оспы, который, по-видимому, совершенно не пред¬ 
ставлял механизма выявленной в результате его опытов защиты 
от болезни. Сейчас наши знания значительно расширились, но 
они все еще недостаточны, и изучение вирусных инфекций про¬ 
должает оставаться в центре экспериментальных и клинических 
исследований иммунного ответа. Иммунитет к вирусным инфек¬ 
циям имеет биологическое и социальное значение и поэтому за¬ 
служивает тщательного изучения сам по себе. Кроме того, виру¬ 
сы благодаря своим специфическим особенностям представляют 
собой прекрасный объект для исследования фундаментальных 
аспектов иммунного ответа. Иммунологов вирусы привлекают 
тем, что с их помощью можно физиологическим путем встраи¬ 
вать в поверхность клетки определенные чужеродные антигены. 

Эта глава посвящена ответу хозяина на заражение вирусом. 
Особое внимание в ней будет уделено трем аспектам. Первый 
из них — специфический иммунный ответ. Правда, существуют 
также важные типы неспецифического иммунного ответа, имею¬ 
щие отношение к ограничению и подавлению вирусной инфекции. 
Сюда относится система комплемента, мононуклеарно-фагоци- 
тарная система и индукция интерферонов, которые могут вли¬ 
ять на иммунокомпетентные клетки, а также на природные 
клетки-киллеры (клетки-убийцы). Неспецифический иммунитет 
следует учитывать в тех случаях, когда имеются данные о его 
самостоятельной или совместной со специфическим иммуните- 


1 /. G. Р. Sissons , Department of Medicine and Virology, Royal Postgradua¬ 
te Medical School, London. 

Michael B. A. Oldstone, Department of Immunology, Research Institute of 
Scripps Clinic, La Jolla, Ca, 92037. 
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том роли в ограничении вирусных инфекций. Второй аспект — 
иммунные ответы человека . Большая часть исследований на 
людях, о которых здесь пойдет речь, опирается на данные, по¬ 
лученные в опытах на животных, в частности на мышах; неко¬ 
торые из этих данных, особенно иммуногенетические, мы ис¬ 
пользуем в данной главе. Третий аспект касается общих зако¬ 
номерностей. Здесь мы избирательно рассмотрим данные по 
иммунологии некоторых вирусных инфекций; детальные сведе¬ 
ния об отдельных вирусах приводятся в соответствующих гла¬ 
вах. Следует помнить, что отдельные вирусы имеют индивиду¬ 
альные особенности, которые могут влиять на иммунный ответ. 
Главная из них — способность некоторых вирусов заражать им¬ 
мунокомпетентные клетки и повреждать их функции. 

Индукция специфического иммунного ответа к вирусам 

Обсуждение этого вопроса требует понимания основ имму¬ 
нологии. Здесь мы только коротко упомянем основные, наибо¬ 
лее важные концепции. Для детального ознакомления с данной 
областью читатель должен обратиться к фундаментальным ру¬ 
ководствам [3, 29]. 

Лимфоциты делятся на два класса: В-клетки и Т-клетки, 
причем и те и другие образуются из стволовых клеток костного 
мозга. Т-клетки происходят из стволовых клеток, дифференци¬ 
рующихся в тимусе, и являются функционально гетерогенными. 
Их гетерогенность подтверждается тем, что субпопуляции 
Т-клеток имеют различия не только по функциональным свой¬ 
ствам, но и по фенотипическим поверхностным маркерам. 
В-клетки не подвергаются дифференцировке в тимусе — они 
представляют собой лимфоциты, которые после дифференциров¬ 
ки в плазматические клетки синтезируют различные классы 
иммуноглобулинов, составляющие репертуар специфических ан¬ 
тител. В-клетки находятся под контролем Т-клеток и не способ¬ 
ны к самостоятельной дифференцировке; помимо специфическо¬ 
го антигенного стимулирования они нуждаются в помощи 
Т-лимфоцитов (Т-хелперов), которые обеспечивают их специфи¬ 
ческими факторами пролиферации и дифференцировки. Другие 
Т-клетки (Т-супрессоры) могут подавлять образование антител 
В-клетками. 

Т-клетки обеспечивают те функции, которые прежде рас¬ 
плывчато классифицировали как «клеточный иммунитет» и ко¬ 
торые, как было экспериментально показано, важны для приоб¬ 
ретения устойчивости к вирусным инфекциям. Анализ индукции 
и супрессии различных эффекторных функций Т-клеток (хел- 
перная и супрессорная функции, Т-клеточная цитотоксичность 
и осуществление гиперчувствительности замедленного типа) 
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относится к наиболее бурно развивающимся областям иммуно¬ 
логии, и поэтому в настоящее время исчерпывающее изложение 
вряд ли возможно. Взаимодействие Т-клеток с другими клетка¬ 
ми иммунной системы осуществляется с помощью продуктов 
генов главного комплекса гистосовместимости, или МНС (от 
англ, major hystocompatibility complex). Однако молекулярные 
основы ограничений, налагаемых МНС на эти взаимодействия, 
пока не выяснены. Структура рецептора для антигена на по¬ 
верхности Т-клеток была расшифрована лишь недавно, тогда 
как структура поверхностного иммуноглобулина — рецептора 
для антигена на В-клетках — изучена достаточно хорошо. 

Прежде чем обсуждать индукцию и экспрессию иммунного 
ответа, необходимо в общих чертах описать МНС . Подробности 
читатель найдет в последних обзорах [29, 47]. 

Гены главного комплекса гистосовместимости 

Главный комплекс гистосовместимости — это набор генов 
в коротком плече хромосомы 6 человека (или хромосомы 17 мы¬ 
шей) (рис. 14.1). Гены МНС кодируют различные белки, кото¬ 
рые можно подразделить на три класса. 

Антигены класса I экспрессируются на поверхности всех 
ядерных клеток и представлены у человека антигенами HLA-A, 
-В и -С (у мышей Н2 К и D). Эти антигены представляют 
собой трансмембранные гликопротеины с мол. массой 44К, ас¬ 
социированные на клеточной поверхности с легкой цепью (12К), 
называемой |3 2 -микроглобулином. Сам р 2 -микроглобулин не от¬ 
носится к интегральным мембранным белкам и кодируется не 
в той хромосоме, которая содержит МНС . 


~ 0 — 

Центромера 


D 


SB DR 




C2,Bf,C4A&B 


Локусы класса I 




Локусы класса II 


ШШ 


Локусы класса III (белки системы комплемента) 


Рис. 14.1. Карта главного комплекса гистосовместимости, локализованного в 
коротком плече хромосомы 6 человека. Показаны известные в настоящее вре¬ 
мя локусы, кодирующие три класса МНС-антигенов. GLO — локус глиоксидазы. 
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Антигены класса II имеют более ограниченное распределе¬ 
ние в тканях; они экспрессируются на В-клетках, на части ак¬ 
тивированных Т-клеток, на антиген-презентирующих клетках и 
на активированных моноцитах. Антигены класса II могут при 
некоторых условиях экспрессироваться также на клетках, кото¬ 
рые раньше не относили к иммунной системе, например на эн¬ 
дотелиальных и эпителиальных клетках; функция антигенов на 
этих клетках еще не ясна. Область МНС, несущая гены для 
антигенов класса II у человека, известна как область HLA-D 
и соответствует области I у мышей. Продукты этих генов у че¬ 
ловека представлены главным образом антигенами HLA-DR 
(І-А или І-Е/С у мышей). Они состоят из двух гликопротеи¬ 
нов с мол. массой 34К и 23К, включенных в плазматическую 
мембрану. Недавно описаны другие локусы D -области, в част¬ 
ности локусы SB (от англ, secondary В, вторичные В-клетки) 
и DC. 

Антигены класса III — это белки системы комплемента С2, 
С4 и фактор В. В отличие от антигенов классов I и II антиге¬ 
ны класса III — преимущественно белки плазмы. Почему эти 
белки системы комплемента кодируются МНС, еще неясно. Од¬ 
нако число данных, подтверждающих их участие в индукции 
иммунного ответа, постоянно растет [22]. 

Антигены классов I и II первоначально были описаны как 
трансплантационные антигены, участвующие в отторжении пе¬ 
ресаженных органов, и именно поэтому так назван МНС. Одна¬ 
ко маловероятно, чтобы отторжение было первичной функцией, 
для которой предназначены эти антигены. В настоящее время 
общепризнано, что их главной биологической функцией являет¬ 
ся управление взаимодействием между клетками, особенно меж¬ 
ду клетками иммунной системы. 

Антигены класса I управляют взаимодействием между 
цитотоксическими Т-лимфоцитами и их клетками-мишенями. 
Антигены класса II контролируют взаимодействие Т-клеток с 
антиген-презентирующими клетками. Интересно, что вирусы 
сыграли главную роль в раскрытии и экспериментальном ана¬ 
лизе функции генов МНС и их продуктов. Многие полагают, 
что именно подавление вирусов и других внутриклеточных пато¬ 
генных агентов было первичной движущей силой эволюции и 
полиморфизма генов МНС, особенно для антигенов класса I. 
Эта точка зрения обсуждается ниже. 

Наряду с МНС был картирован еще один набор генов — 
гены иммунного ответа, или /л-гены (от англ, immune response). 
Іг - Гены контролируют уровень иммунного ответа на отдельные 
антигены. Интенсивно изучаются Іг- гены, связанные с МНС\ 
кроме них существуют также Іг- гены, не связанные с МНС. 
Связанные с МНС Іг - гены впервые описаны у мышей и морских 
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свинок как гены, контролирующие ответ Т-клеток на синтети¬ 
ческие Т-зависимые антигены; имеются доказательства присут¬ 
ствия таких генов и у человека. Большая часть /r -генов, свя¬ 
занных с МНС, контролирует уровень ответа Т-хелперов на ан¬ 
тиген и локализуется в І-А - области мышиного МНС. Однако 
есть также доказательства существования /r -генов, контроли¬ 
рующих уровень ответа цитотоксических Т-клеток, в том числе 
ответа на вирусы; эти гены в отличие от предыдущих распола¬ 
гаются в К- или D -областях [52]. Ir -Гены охарактеризованы 
только в отношении их функции, однако не исключено, что в. 
структурном отношении продукты Іг- генов, по крайней мере 
локализованных в области І-А , являются антигенами класса IL 

Вирусы как антигены 

Каждый вирус представляет собой сложную смесь антиге¬ 
нов. Степень этой сложности определяется количеством вирус- 
специфических белков. Как большинство других сложных кор¬ 
пускулярных антигенов, вирусы обычно высоко иммуногенны, 
и большая часть их белков способна вызывать антительный 
ответ. Высокая иммуногенность, вероятно, объясняется боль¬ 
шим числом антигенных детерминант, доступных для распозна¬ 
вания Т-хелперами. Особым свойством вирусов, важным для их 
функционирования в качестве антигена, является способность 
к репликации, благодаря которой удлиняется период воздейст¬ 
вия антигена на иммунную систему. Для индукции антительно- 
го ответа В-клеток большая часть антигенов нуждается в по¬ 
мощи Т-клеток (является Т-зависимой). Вместе с тем некото¬ 
рые полимерные антигены, состоящие из повторяющихся субъ¬ 
единиц, способны вызывать В-клеточный ответ в отсутствие 
Т-клеток (они Т-независимы). Как и предполагали, большин¬ 
ство изученных вирусов оказалось Т-зависимыми антигенами. 
Можно также ожидать, что некоторые вирусные белки более 
активны в качестве антигенов, чем другие. Это, в частности, 
относится к вирусным гликопротеинам, экспрессированным на 
поверхности зараженных клеток и на поверхности вирусных 
частиц. Эти специфические вирусные гликопротеины — наибо¬ 
лее явные и доступные мишени для иммунного ответа. 

Один белок обычно содержит ряд антигенных детерминант 
(эпитопов, или участков, способных реагировать с антителами). 
Эти детерминанты зависят от третичной структуры молекулы 
и могут содержать участки, расположенные в разных областях 
полипептидной цепи. Для выявления антител, реагирующих q 
интактным белком, можно использовать синтетические полипещ 
тиды, структура которых соответствует известным нуклеотид¬ 
ным последовательностям и идентична структуре определенных 
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пептидов белковой цепи. Для успешного осуществления такого 
подхода пептиды должны содержать гидрофильные группы 
(локализованные на поверхности интактной молекулы и, следо¬ 
вательно, доступные для антител); должны состоять более чем 
из 6 (обычно из 10—20) аминокислот; и должны быть присо¬ 
единены к иммуногенному носителю. Получение подобных 
пептидов вирусных гликопротеинов, для которых известна амино¬ 
кислотная последовательность (НА вируса гриппа, поверхност¬ 
ного антигена вируса гепатита В, вируса ящура, вируса бешен¬ 
ства), вызывает большой интерес как метод производства 
синтетических вакцин [27]. Показано, что антитела, индуцирован¬ 
ные синтетическими пептидами, защищают от заражения (на¬ 
пример, в случае вируса ящура). Этот многообещающий подход 
еще не применяли против вирусов, поражающих человека. 
В настоящее время ведутся интенсивные исследования с це¬ 
лью выяснения, способны ли эти небольшие пептиды вызывать 
полный Т-клеточный ответ, как это происходит при естествен¬ 
ном заражении. 

Презентация антигена 

Имеющиеся данные позволяют предположить, что Т-хелпе- 
ры распознают антиген, если он презентируется специализиро¬ 
ванными антиген-презентирующими клетками (АПК). Наряду 
со способными к презентации макрофагами существует специа¬ 
лизированный класс антиген-презентирующих клеток. АПК 
сходны с макрофагами, но отличаются от них морфологически. 
К ним относятся клетки Лангерганса в коже, интердигитальные 
клетки, вуалевые клетки афферентных лимфатических сосудов 
и дендритные клетки селезенки. Дендритные клетки могут быть 
выделены также из периферической крови, правда, в неболь¬ 
шом количестве. АПК экспрессируют молекулы DR (Іа) и варь¬ 
ирующие количества рецепторов к Fc и к СЗЬ и, вероятно, име¬ 
ют общее происхождение. Детали, касающиеся АПК, читатель 
может найти в других источниках [20, 48]. Антиген, очевидно, 
презентируется на поверхности АПК в ассоциации с антигена¬ 
ми класса II МНС, так как для того чтобы произошло распозна¬ 
вание антигена, Т-хелперы и АПК должны совпадать по обла¬ 
сти DR (I). Как происходит презентация антигена, в частности 
форма, в которой антиген процессируется и презентируется на 
поверхности АПК, пока не установлено. Однако ясно, что из 
общего количества антигена, для которого доступны АПК, плаз¬ 
матической мембраны достигает менее 1% («иммуноген»). 

Участвуя в процессе презентации антигена, макрофаги и 
АПК секретируют различные растворимые медиаторы. Один из 
главных медиаторов, ранее известный как фактор, активирую- 
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щий лимфоциты (ФАЛ), теперь называют интерлейкином 1 
(ИЛ-1). ИЛ-1 индуцирует второй сигнал для активированных 
антигеном Т-клеток, сообщая им способность к пролиферации. 
Интересно, что ИЛ-1, возможно, идентичен «эндогенному пиро¬ 
гену», который был ранее описан как «макрофагальный фак¬ 
тор». Насколько нам известно, исследований по взаимодейст¬ 
вию вирусов и специализированных АПК еще не проводили. 
Некоторые вирусы способны заражать макрофаги, но насколь¬ 
ко при этом повреждается их антиген-презентирующая функция 
или другие специальные функции, неизвестно. Ясно, что эта 
область нуждается во всестороннем исследовании. 

Индукция Т-клеточного ответа 

До недавнего времени большую часть информации относи¬ 
тельно индукции и экспрессии Т-клеточного ответа на вирусы 
получали из опытов, проведенных in vivo на мышах. Однако 
два последних достижения — поддержание Т-клеток в культуре 
и их клонирование, а также получение моноклональных анти¬ 
тел, специфичных к молекулам поверхности Т-клеток, — дали 
возможность изучать Т-клеточный ответ мышей и человека in 
vitro. Поверхностные молекулы определенного типа соответству¬ 
ют индивидуальной функции Т-клеток и стадии их дифферен¬ 
цировки (рис. 14.2). Таким образом, в зависимости от фенотипа 


Антиген -презентирую¬ 
щая клетка 



—о Молекулы МНС классаІІ 

Рис. 14.2. Схема индукции Т-клеточных ответов на вирусный антиген. 
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Таблица 14.1. Поверхностные фенотипические маркеры Т-клеток человека 1 


Моноклональные антитела к поверхностным антигенам Т-лимфоцитов человека 


моноклональные 

антитела 

определяемые 
популяции Т-клеток 

функции 

Анти-Т1 

Все зрелые Т-клетки 

Гомолог мышиного Lyt 1 

ОКТ 1 

Все медуллярные тимо- 
циты 


Leu 1 

(Т1 присутствуют в ма¬ 
лом количестве на 
корковых тимоци- 

тах) 


Анти-ТЗ 

Все зрелые Т-клетки 

Антитела митогенны для поко¬ 
ящихся Т-клеток 

окт з 

Все медуллярные тимо- 
циты 


Leu 4 


Связаны с антиген-специфичес- 
кими Т-клеточными ответа¬ 
ми 

Анти-Т4 

Большая часть тимоци- 

Эти Т-клетки участвуют во 


тов 

всех индукторных и хел- 
перных функциях 

ОКТ 4 

50—65% периферических 
Т-клеток 


Leu За, ЗЬ 


Цитотоксические Т-клетки, спе¬ 
цифические для МНС-анти- 
генов класса II 

Анти-Т8 

Большая часть тимоци- 

Эти Т-клетки участвуют во всех 


тов 

супрессорных функциях 

ОКТ 8 

25—35% периферических 
Т-клеток 


Leu 2а, 2Ь 


Цитотоксические Т-клетки, спе¬ 
цифические для МНС-анти- 
генов класса I и рестрик- 
тированные по этим анти¬ 
генам 

Гомолог мышиного Lyt 2 


1 Включены только наиболее широко используемые и поступающие в продажу моно¬ 
клональные антитела. 


клеточной поверхности, который определяют с помощью моно¬ 
клональных антител, Т-клеткам могут быть приписаны те или 
иные функции (хелперные, супрессорные или цитотоксические). 
Следует отметить, что эти корреляции не абсолютны, как по¬ 
казано в табл. 14.1. 

Мы упоминали, что взаимодействие Т-клеток с антигенами 
контролируется антигенами МНС. Это означает, что рецептор 
для антигена на Т-клетках должен иметь двойную специфич- 
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ность, т. е. распознавать антиген в ассоциации с антигенами 
МНС классов I или II. В настоящее время одна из важных 
задач иммунологии заключается в изучении структуры рецепто¬ 
ров Т-клеток. 

Индукция Т-клеточных ответов, схематически представлен¬ 
ная на рис. 14.2, обсуждается ниже. 


Т-хелперы (Т-клетки-помощники) 

Т-хелперы (Тх или Th, от англ. T-helper) человека характе¬ 
ризуются поверхностной экспрессией антигенов ОКТ 4 и Leu За, 
что показано с помощью соответствующих моноклональных 
антител. «Помощь» обычно обнаруживается по функциональной 
способности помогать В-клеткам образовывать антитела, однако 
помощь Т-клеток требуется также и для индукции цитотокси¬ 
ческих Т-клеток (см. ниже). Презентация антигена АПК необ¬ 
ходима для индукции Т-хелперов, и АПК должны иметь те же 
молекулы МНС класса II, что и предшественники Т-хелперов. 
Под действием двойного сигнала антигена и ИЛ-1 Т-хелперы 
пролиферируют. Некоторые из этих пролиферирующих клеток 
образуют растворимый фактор (лимфокин), названный интер¬ 
лейкином 2 (ИЛ-2; известный также как Т-клеточный фактор 
роста). ИЛ-2 сообщает антиген-активированным Т-клеткам всех 
функциональных классов способность к делению в культуре; он 
является гликопротеином с мол. массой около 15К, для которо¬ 
го активированные Т-клетки экспрессируют специфические ре¬ 
цепторы. ИЛ-2 в настоящее время хорошо охарактеризован и 
может рассматриваться как иммунорегуляторный гормон. Вме¬ 
сте с тем для дифференцировки Т-клеток могут быть необходи¬ 
мы и другие еще неидентифицированные факторы. 

Th -клетки обеспечивают «помощь» частично путем выделе¬ 
ния ИЛ-2, а частично путем образования антиген-специфиче- 
ских хелперных факторов. Ответ Th -клеток на вирусы, возмож¬ 
но, отличается от ответа на невирусные антигены одним важ¬ 
ным свойством. Недавно получены данные, свидетельствующие 
о том, что некоторые вирусы могут заставлять Th -клетки вызы¬ 
вать заметную поликлональную активацию В-клеток [2]. Широ¬ 
кое разнообразие активируемых клонов В-клеток может в ре¬ 
зультате привести к синтезу антител против собственных анти¬ 
генов (аутоантител). 

Для определения клеточного иммунитета к вирусам в про¬ 
шлом часто использовали метод определения пролиферативного 
Т-клеточного ответа на вирусный антиген (измеряемого по 
включению 3 Н-тимидина); при таком определении регистриру¬ 
ются преимущественно Th -клетки. В будущем анализ клонов 
Th -клеток должен ответить на вопрос: действительно ли одни 
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и те же Th -клетки могут обеспечить помощь В-клеткам, помощь 
в индукции цитотоксических Т-клеток и помощь в развитии 
реакции гиперчувствительности замедленного типа. Кроме того, 
необходимо определить круг растворимых факторов, которые 
может производить один клон. Недавно описаны клоны Th -кле¬ 
ток, специфичных для пептидов, входящих в состав гемагглю- 
тинина вируса гриппа, и для пептидов HSV. Можно надеяться, 
что ответы на поставленные вопросы будут скоро получены [26]. 


Цитотоксические Т-клетки 

Цитотоксические Т-лимфоциты (Тц или Тс, от англ, cyto¬ 
toxic) человека способны избирательно убивать клетки-мише¬ 
ни, содержащие на своей поверхности «чужеродный» антиген. 
Цитотоксические способности Тс (и других цитотоксических 
эффекторных клеток, обсуждаемых ниже) обычно оценивают 
по их способности вызывать in vitro освобождение изотопа из 
клеток-мишеней, меченных 51 Сг. «Аллореактивные» Тс-клетки 
убивают клетки-мишени, экспрессирующие «чужие» детерми¬ 
нанты МНС; эти клетки широко изучены в связи с их возмож¬ 
ной ролью в отторжении пересаженных органов. Однако Тс- 
клетки могут также убивать аутологичные клетки, экспресси¬ 
рующие на плазматических мембранах вирусный антиген; эта 
последняя их роль, по-видимому, относится к истинно физиоло¬ 
гической (в отличие от роли этих клеток в искусственной ситуа¬ 
ции трансплантации). Тс-клетки человека относятся к клеткам, 
позитивным по ОКТ 8 и Leu 2а (табл. 14.1); единственным из¬ 
вестным исключением являются аллореактивные Тс, специфиче¬ 
ские для антигенов класса II, относящиеся к фенотипу Т4 или 
Leu 3. Экспериментальные исследования на мышах позволяют 
предположить, что вирус-специфические Тс-клетки представля¬ 
ют собой важные эффекторы, препятствующие развитию вирус¬ 
ных инфекций. Однако при некоторых обстоятельствах Тс-клет¬ 
ки при вирусных инфекциях могут повреждать ткани. 

Наиболее существенно то, что индукция и экспрессия цито¬ 
токсичности Тс-клеток рестриктируется по антигенам класса I 
МНС (HLA-A, -В, и -С-антигенам у человека или Н 2К и D у 
мыши). Первоначально это наблюдали на мышах, зараженных 
вирусом лимфоцитарного хориоменингита (LCMV). Т-клетки 
мышей, зараженных LCMV, убивают LCMV -инфицированные 
клетки-мишени только у мышей того же Н2-гаплотипа и не 
убивают клетки Н2-несовместимых мышей [51]. Такая рестрик¬ 
ция Тс-клеток молекулами МНС класса I подтверждена на мы¬ 
шах для более чем 16 различных вирусов; она свойственна так¬ 
же Тс, направленным против невирусных антигенов на поверх- 
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ности клеток [52]. Есть сообщение о человеческих Тс, характе¬ 
ризующихся аналогичной МНС-рестрикцией (см. ниже). 

Опыты на мышах позволяют предположить, что рестрикция 
по МНС генетически не предопределена, а приобретается пред¬ 
шественниками Тс во время их дифференцировки в тимусе. Для 
индукции Тс-ответа вирус должен быть презентирован в ком¬ 
плексе с клеточными антигенами класса I; возможно, вирусный 
антиген включается в плазматическую мембрану презентирую¬ 
щей клетки. 

У мышей выраженность Тс-ответа на индивидуальный вирус 
контролируется генами иммунного ответа, расположенными в 
локусах Н2 К или D. Это позволяет предположить, что одни 
индивидуальные Н2-гаплотипы плюс вирус вызывают более 
сильный Тс-ответ, чем другие. Есть также данные исследова¬ 
ний на людях, показывающие, что некоторые антигены класса I 
ассоциируются с низким Тс-ответом на отдельные вирусы. Де¬ 
лаются попытки объяснить этим значительный полиморфизм 
HLA-A и -5-локусов у человека. Согласно данному представле¬ 
нию, широкий ряд антигенов класса I, имеющийся в популяции, 
должен обеспечить адекватный Тс-ответ на различные вирусы, 
с которыми сталкивается данная популяция [12, 13]. Кроме 
того, выдвинуто предположение, что связь различных заболева¬ 
ний человека с индивидуальными HLA -антигенами может быть 
следствием генетического контроля этого типа Тс-ответа на 
инфекцию. 

У мышей с острой вирусной инфекцией пик Тс-активности 
наблюдается примерно через 5—9 дней после ее начала; затем 
образуются Тс-клетки памяти, и после вторичного контакта с 
возбудителем инфекции Тс-клетки возникают быстрее. Вторич¬ 
ный вирус-специфический Тс-ответ может сформироваться 
in vitro в результате совместного культивирования клеток се¬ 
лезенки или моноцитов периферической крови с вирусом или с 
инфицированными вирусом клетками. Изучение вирус-специфи- 
ческого Тс-ответа обычно сводилось к наблюдению вторичной 
стимуляции in vitro. Недавно нескольким исследователям уда¬ 
лось получить клоны мышиных вирус-специфических Тс-клеток, 
поддерживаемых в ИЛ-2-зависимой культуре. В этих исследо¬ 
ваниях было выявлено несколько интересных моментов. Неко¬ 
торые мышиные специфические к вирусу гриппа клоны Тс, кон¬ 
тролируемые Н2, были, кроме того, аллореактивными; они уби¬ 
вали незараженные клетки другого Н2-гаплотипа [5]. Таким 
образом, высокая частота аллореактивных Тс может отражать 
troT факт, что Тс, специфические к комплексу вируса с собствен¬ 
ными МНС-антигенами класса I, способны к перекрестным 
реакциям с чужеродными МНС-антигенами класса I. Исследо¬ 
вания, проведенные со специфическими к LCMV клонами Тс, 
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реактивными против ряда штаммов LCMV, показали, что Тс рас¬ 
познают консервативные участки вирусных гликопротеинов [8]. 

Рестрикция Тс по МНС вызывает особый интерес в связи 
с ее причастностью как к рецепторам Тс, так и к нормальной 
биологической роли антигенов МНС класса I. Очевидно, рецеп¬ 
торы Т-клеток должны распознавать как антиген вируса, так 
и молекулы МНС класса I. Однако вопрос о том, имеют ли 
Т-клетки два различных рецептора или только один, распозна¬ 
ющий комплекс обеих молекул, остается нерешенным. В отно¬ 
шении экспрессии на поверхности зараженной клетки можно 
сказать, что если комплекс между вирусными гликопротеинами 
и молекулами МНС вообще формируется, то это должно про¬ 
исходить лишь после их независимого включения в плазматиче¬ 
скую мембрану, так как имеющиеся данные указывают на от¬ 
сутствие ассоциации между указанными молекулами во время 
внутриклеточного процессинга. 

При обсуждении вопросов регуляции и проявления актив¬ 
ности Т-клеток следует упомянуть также об интерферонах 
(ИФН). До недавнего времени ИФН привлекали внимание 
главным образом в связи с их антивирусным действием. Одна¬ 
ко нарастает количество данных, свидетельствующих о том, что 
ИФН играют роль в иммунорегуляции (кроме того, как описа¬ 
но ниже, ИФН могут увеличивать цитотоксичность естествен¬ 
ных киллеров). Т-клетки отвечают выделением у'ИФН не толь¬ 
ко на вирусы, но и на любой специфический антиген, а также 
на митогены. В более низких, чем это необходимо для индукции 
антивирусного состояния, дозах у-ИФН может вызывать увели¬ 
чение синтеза МНС-антигенов в различных клетках и их экс¬ 
прессию на клеточной поверхности. Индуцируемые главным 
образом вирусами, а не иммунологическими стимулами а- и 
р-ИФН дают сходный эффект, однако он проявляется только 
при дозах, необходимых для экспрессии их антивирусной актив¬ 
ности. Предполагают, что этот эффект влияет на восприимчи¬ 
вость клеток-мишеней к лизису Тс-клетками [50]. 


Т-супрессоры 

Обнаружена также субпопуляция Т-лимфоцитов, способная 
подавлять иммунный ответ. Т-супрессоры (Ts, от англ. T-sup- 
ressor) у человека пока не удается отличить по их поверхност¬ 
ному фенотипу от Тс. Механизм формирования таких клеток 
неясен; возможно, это происходит по гомеостатическому меха¬ 
низму обратной связи в ответ на пролиферацию клеток-хелпе- 
ров. Большая часть данных свидетельствует о том, что Т-су¬ 
прессоры проявляют свой подавляющий эффект, действуя на 
Т-хелперы. Однако они могут и непосредственно угнетать либо 
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эффекторные Т-клетки, либо В-клетки. Возможно, Т-супрессоры 
играют решающую роль в индукции толерантности к чужерод¬ 
ным и собственным антигенам, и, следовательно, дефект функ¬ 
ции супрессорных клеток может быть причиной аутоиммунных 
заболеваний. Неясно, являются ли супрессорные и цитотокси¬ 
ческие Т-клетки обязательно различными субпопуляциями. 
В настоящее время нет моноклональных антител, которые раз¬ 
личали бы эти две разновидности клеток у человека; ответ на 
поставленный выше вопрос должны дать опыты с клонирован¬ 
ными популяциями. Есть основание предполагать, что Ts -клет- 
ки принимают участие в иммунном ответе на вирусы и на дру¬ 
гие антигены. Опыты на мышах показали, что in vivo 
образуются Ts -клетки, способные подавлять реакцию гиперчув¬ 
ствительности замедленного типа (ГЗТ или DH, от англ, delay¬ 
ed hypersensitivity) на вирусы гриппа, Сендай и HSV. Эти 
Ts -клетки антиген-специфичны, и в случае переноса их синген¬ 
ным реципиентам подавляют продукцию DH -клеток, рестрикти- 
рованных по /-области. Опубликованы также доказательства 
существования Ts -клеток, которые угнетают продукцию K/D- 
рестриктированных вирус-специфических Т-клеток, причем Ts - 
клетки лучше индуцируются инактивированным вирусом [1]. 
В связи с этим высказано предположение, что индукция различ¬ 
ных типов Ts -клеток, вероятно, зависящая от того, какой вирус 
вводят, живой или инактивированный, может в значительной 
мере влиять на клиническую картину последующей вирусной 
инфекции. Аналогичных исследований клеток-супрессоров у че¬ 
ловека не проводили, в частности потому, что при изучении DH 
in vitro сталкиваются с большими трудностями. 

Формирование В-клеточного ответа и антител 

Рецептор В-клетки для антигена представляет собой имму¬ 
ноглобулин, экспрессирующийся как мембранный белок. Струк¬ 
тура и генетика иммуноглобулинов сейчас хорошо изучены. 
В процессе своего развития В-клетки вначале экспрессируют на 
своей поверхности IgM, а затем различные классы тяжелых 
цепей IgG(y), IgA (a), IgD(6). Во всех В-клетках могут экс¬ 
прессироваться IgM и IgD, однако с момента начала экспрес¬ 
сии тяжелой цепи какого-либо одного класса, кроме ц, клетка 
секретирует иммуноглобулины только этого класса. После 
встречи с антигеном В-клетка обычно дифференцируется либо 
в зрелую плазматическую клетку, которая секретирует иммуно¬ 
глобулины только одного класса, представляющие собой специ¬ 
фические антитела, либо в В-клетку памяти. Дифференцировка 
В-клеток находится под контролем образуемых Т-клетками осо¬ 
бых факторов роста и дифференцировки В-клеток, аналогичных 


2 Заказ № 751 



18 


Глава 14 


факторам, участвующим в дифференцировке самих Т-клеток. 
Как правило, В-клеточный ответ на вирусные антигены не от¬ 
личается от ответов на другие антигены. В ответ на вирусную 
инфекцию обычно формируются антитела всех классов. Особого 
упоминания заслуживают антитела класса IgA. Формирование 
местных секреторных антител IgA на поверхности слизистых 
имеет особое значение для формирования устойчивости к виру¬ 
сам, обычно проникающим в организм через дыхательный или 
кишечный эпителий. Для успешной индукции секреторных IgA 
в кишечнике вирус должен вступить в контакт с пейеровскими 
бляшками (лимфоидной тканью кишечника). После формиро¬ 
вания местного ответа В-клетки памяти, образующие IgA, миг¬ 
рируют в другие области кишечника. Это показано на людях, 
получавших перорально полиовакцину [34]. 


Идиотипы и теория сети 

У каждой молекулы иммуноглобулина участки, связываю¬ 
щиеся с антигеном, сами тоже несут антигенные детерминанты, 
известные как идиотипические, или идиотопы. Идиотипы могут 
распознаваться антиген-связывающими участками других анти¬ 
тел. Эти антиидиотипические антитела также могут иметь свои 
собственные идиотипы. Антиидиотипические антитела часто 
представляют «подобие» или «образ» антигена, против которого 
направлено антитело, несущее идиотипическую детерминанту. 
Следовательно, они могут конкурировать с антигеном за участ¬ 
ки связывания. 

Теория сети, выдвинутая Ерне, распространяет эту концеп¬ 
цию на всю иммунную систему, рассматривая последнюю как 
сеть взаимодействующих идиотипов и антиидиотипов, которые 
реагируют также со специфическими внешними антигенами. 
Когда внешний антиген проникает в систему и вызывает раз¬ 
множение специфических клонов клеток, несущих индивидуаль¬ 
ные идиотопы, система изменяется и происходит накопление 
антиидиотипических, анти-антиидиотипических и т. д. антител. 
Предполагают, что это явление играет регуляторную роль в мо¬ 
дулировании иммунного ответа. Аналогичные принципы можно 
применить к рецепторам Т-клеток, которые также несут идио¬ 
типы [21]. 

Эти идеи стимулировали проведение многих исследований, 
большая часть которых подтверждает теорию сети. Антиидио¬ 
типические антитела обнаружены при некоторых аутоиммунных 
заболеваниях и инфекциях человека. Имеет ли теория сети 
какое-либо существенное значение для вирусных инфекций? 
Помимо регуляторной роли в иммунном ответе антиидиотипи¬ 
ческие антитела, имеющие «образ» антигена, могут конкуриро- 
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вать с антигеном за специфические клеточные рецепторы, не 
являющиеся антителами. Например, моноклональные антиидио- 
типические антитела против антител к гликопротеину реовиру- 
са предотвращают связывание реовируса с его специфическими 
рецепторами, находящимися на клеточной поверхности; по-ви¬ 
димому, это связано с тем, что антиидиотипические антитела 
могут действовать как лиганды для рецепторов [13]. 


Клеточные эффекторные механизмы 

Обсудив индукцию иммунного ответа против вирусов, в сле¬ 
дующих разделах мы обратимся к механизмам и последствиям 
экспрессии этого ответа в отношении вирусов и клеток, зара¬ 
женных вирусами. 


Естественные киллеры 

Лимфоциты периферической крови человека (ЛГІК) при 
цитотоксических реакциях in vitro спонтанно лизируют куль¬ 
тивируемые клетки различных линий (в частности, опухоле¬ 
вых), а также клетки, зараженные вирусами. Этот лизис не 
имеет обычной иммунологической специфичности, поэтому он 
назван естественной цитотоксичностью, а класс ответственных 
за него эффекторных клеток назван «естественные киллеры» 
(англ, natural killer, NK). Эти клетки и их возможные функции 
привлекли в последнее время значительное внимание. Выдвину¬ 
то предположение, что они могут играть биологическую роль 
в трех важных областях: а) в механизме иммунологического 
надзора, направленного против опухолевых клеток, б) в разру¬ 
шении клеток, зараженных вирусами, и в) в регуляции и диффе- 
ренцировке нормальных клеток костного мозга и в отторжении 
трансплантированного костного мозга. Функцию NK обычно 
оценивают по цитотоксичности в отношении чувствительных 
клеток, меченных 51 Ст. Как правило, для NK человека исполь¬ 
зуют клеточную линию К562. Природа и происхождение NK 
еще не установлены, так что их определяют в основном по функ¬ 
ции. Активностью NK обладает небольшая популяция морфоло¬ 
гически характерных больших лимфоидных клеток с азуро- 
фильной зернистостью в цитоплазме, так называемых больших 
гранулярных лимфоцитов (БГЛ). Большинство клеток NK не 
несет маркеров Т-клеток, но имеет рецепторы для Fc -участка 
IgG человека [18, 41]. 

Цитотоксическая активность клеток NK усиливается интер¬ 
фероном. Контакт лимфоцитов периферической крови с интер¬ 
фероном приводит к увеличению цитотоксичности в отношении 
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клеток-мишеней. БГЛ могут не только продуцировать интер¬ 
ферон, но и отвечать на него. Этот феномен особенно сущест¬ 
вен для способности NK убивать клетки-мишени, зараженные 
вирусом (см. ниже) [42]. 

Клетки NK отвечают также на ИЛ-2, который увеличивает 
их цитотоксичность и поддерживает их непрерывный рост in 
vitro. Однако в отличие от Т-клеток NK спонтанно растут в 
присутствии ИЛ-2, не требуя предварительной активации анти¬ 
геном или лектином [17]. 

Столь различные характеристики привели к естественному 
вопросу о происхождении клеток NK: от какой линии клеток, 
лимфоцитов или моноцитов они берут свое начало. К тому же 
отмечена дефектность активности клеток NK человека при син¬ 
дроме Чедьяк—Хигаши и мышей линии «beige»; в обоих случа¬ 
ях характерны дисфункция лизосом и дефектная киллерная 
активность [18]. 

Способность NK убивать клетки, зараженные вирусами, ис¬ 
следовали очень интенсивно. При инкубации с ЛПК клетки, 
зараженные вирусом, вызывают выделение лимфоцитами ИФН, 
что наблюдали в их микроокружении в лунке при проведении 
теста на цитотоксичность. Этот интерферон увеличивает цито¬ 
токсичность клеток NK, находящихся в популяции ЛПК, в ре¬ 
зультате чего NK убивают больше зараженных вирусом клеток, 
чем незараженных. Указанный эффект привел к неправильной 
интерпретации ряда более ранних исследований, проведенных 
прежде, чем были открыты клетки NK. В этих исследованиях 
был сделан ошибочный вывод о Т-специфическом цитотоксиче¬ 
ском эффекте, осуществляемом ЛПК в отношении клеток-ми¬ 
шеней, зараженных вирусами. Вообще чувствительность инди¬ 
видуальных клеток к NK -лизису прямо коррелирует с их спо¬ 
собностью вызывать выделение интерферона в ЛПК. Сущест¬ 
вуют также доказательства защиты интерфероном незаражен¬ 
ных клеток от NK -лизиса. Интерфероны а, р и у способны уси¬ 
ливать активность NK. 

Есть сообщения, что вирусные гликопротеины как находя¬ 
щиеся в свободном вирусе, так и экспрессируемые на клеточных 
мембранах, увеличивают активность NK и независимо от 
ИФН [9]. 

Механизмы активации NK присущи различным вирусам. По¬ 
этому возникла идея, что NK является фактором неспецифиче¬ 
ской иммунной защиты, который способен действовать против 
зараженных вирусом клеток еще до формирования специфиче¬ 
ских механизмов защиты, таких как антитела и Т-клетки. Роль 
NK in vivo еще неясна; однако их устранение in vivo антисы¬ 
вороткой к обнаруженному на клеточных мембранах клеток NK 
гликолипиду асиало -GMl приводит к усилению репликации не- 
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которых вирусов, что позволяет допустить возможность их уча¬ 
стия в ограничении распространения вирусов [7]. 

Антителозависимая клеточная цитотоксичность 

Клетки, несущие на своей поверхности антитела класса IgG, 
могут быть лизированы ЛПК- Ответственные за это клетки- 
эффекторы входят в состав «нулевой» (ни Т-, ни В-) фракции 
ЛПК и имеют Fc -рецепторы. Этот феномен известен как анти¬ 
телозависимая клеточная цитотоксичность (АЗКЦ). Клетки-эф¬ 
фекторы называют К-клетками (от англ, killer cells) или клет- 
ками-убийцами [39, 44]. По имеющимся данным трудно отде¬ 
лить К-клетки от NK и не исключено, что «естественное убий¬ 
ство» и АЗКЦ осуществляются одними и теми же эффекторами. 
Как упоминалось ранее, получены убедительные доказательства 
того, что цитотоксичность NK не зависит от антител. Следова¬ 
тельно, если NK и К-клетки идентичны, то одни и те же эффек¬ 
торные клетки должны быть способны к связыванию с клетка¬ 
ми-мишенями двумя способами: один из них зависит от взаи¬ 
модействия между Fc -рецепторами и IgG, а другой не зависит. 
Количество связанного с поверхностью IgG, необходимое для 
того, чтобы сенсибилизировать клетку для АЗКЦ, очень неве¬ 
лико; оно значительно меньше количества, необходимого для 
того, чтобы вызывать комплементзависимый опосредованный 
антителами лизис. Сравнительно легко продемонстрировать 
АЗКЦ in vitro, инкубируя с ЛПК клетки-мишени, покрытые 
антителами и меченные 51 Сг. Зараженные вирусом клетки-ми¬ 
шени, экспрессирующие на своих плазматических мембранах 
вирус-специфические антигены, могут быть убиты с помощью 
АЗКЦ в присутствии соответствующих специфических IgG. 
Трудно определить роль этого механизма in vivo, так как не¬ 
легко отличить АЗКЦ от прямого действия антител или от дей¬ 
ствия NK как таковых. Есть данные о том, что в АЗКЦ могут 
участвовать нейтрофилы и макрофаги. Важным моментом, ка¬ 
сающимся АЗКЦ, является иммунологическая неспецифичность 
клеток-эффекторов; специфичность в реакцию вносится анти¬ 
телами. 

Гиперчувствительность замедленного типа 

Теперь мы обсудим клеточный эффекторный механизм, осу¬ 
ществляемый специфически сенсибилизированными Т-лимфоци¬ 
тами. Реакции гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ)—это воспалительные реакции тканей; для них харак¬ 
терна инфильтрация активированными макрофагами участков, 
в которых присутствуют антигены. Реакция зависит от специ- 



22 Глава 14 


фически сенсибилизированных Т-клеток и достигает максимума 
через 24—48 ч после введения антигена. Примером ГЗТ служат 
уплотнения, появляющиеся в месте внутрикожного введения 
туберкулина, у индивидуумов, ранее зараженных возбудителем 
туберкулеза. 

ГЗТ интенсивно изучали в экспериментах на животных; яс¬ 
но, что она играет важную роль в устойчивости хозяина к внут¬ 
риклеточным микроорганизмам, в том числе и к вирусам. Сен¬ 
сибилизированные Т-клетки вырабатывают ряд растворимых 
медиаторов, ответственных за привлечение и активацию мак¬ 
рофагов. Среди клеток, выявляемых гистологически при реак¬ 
ции ГЗТ, преобладают макрофаги. Из медиаторов реакции ГЗТ 
наиболее полно изучен выделяемый Т-клетками фактор тормо¬ 
жения миграции макрофагов (ФТМ). Однако возможно, что для 
этой реакции нужны также фактор, вооружающий макрофаги, 
интерферон и др. Активированные макрофаги содержат больше 
лизосом, проявляют повышенную фагоцитарную активность, а 
также повышенную способность убивать микроорганизмы. Сле¬ 
дует отметить, что уничтожение активированными макрофагами 
микробных агентов и вирусов неспецифично. Специфичность 
реакции ГЗТ связана с Т-клетками и их реакцией на антиген. 
Как следует из большого количества экспериментальных дан¬ 
ных, для того чтобы превратить Т-клетки в клетки, обладающие 
ГЗТ (Тгзт -клетки или Td -клетки, от англ, delayed), антиген 
должен быть представлен на поверхности макрофагов или дру¬ 
гих презентирующих его клеток; кроме того, необходима иден¬ 
тичность I -области этих клеток и Т-клеток. Однако в некоторых 
случаях могут быть получены Td -клетки, рестриктированные по 
К /D. Неясно, представляют ли Td -клетки отдельную популяцию, 
или реакцию ГЗТ могут осуществлять Th- и Тс-клетки. Рест¬ 
рикция по /-области совместима со сходством или даже иден¬ 
тичностью Td- и Th -клеток. Однако на основании опытов, пока¬ 
зывающих, что перенос ГЗТ для некоторых вирусных моделей 
требует совместимости по Н2 К /D, предполагают связь между 
Тс- и Td -клетками. На это же указывают недавние наблюдения, 
согласно которым клонированная линия мышиных цитотоксиче¬ 
ских Т-клеток, специфичная в отношении вируса гриппа, вызы¬ 
вает in vivo ГЗТ на вирус гриппа [28]. 

Положительный эффект ГЗТ в отношении приобретенной 
резистентности к внутриклеточным патогенным агентам четко 
показан на примере инфекции, вызванной Listeria . В отношении 
вирусных инфекций имеющиеся данные наводят на мысль, что 
ГЗТ может не только обеспечить некоторую защиту, но и вы¬ 
звать повреждение тканей. Например, при переносе мышам 
Td -клеток, специфичных к вирусу гриппа, они гибнут быстрее 
контрольных. Это свидетельствует об очень чувствительном рав- 
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новесии между иммунологической защитой и повреждением 
тканей [1]. При переносе мышам Т-клеток-эффекторов к HSV, 
рестриктированных по /-области, успешно передавалась ГЗТ и 
наблюдалась некоторая защита. Однако эффективность осво¬ 
бождения организма от инфекционного вируса в этом случае 
меньше, чем при переносе Т-клеток, рестриктированных по двум 
(/ и К) областям [33]. 

Оценка роли ГЗТ в резистентности к вирусным инфекциям 
у человека затруднена, так как нет разработанного количест¬ 
венного теста ГЗТ in vitro. Однако у людей наблюдается реак¬ 
ция ГЗТ на вирусные антигены, что подтверждается кожными 
пробами и тем фактом, что сенсибилизированные Т-клетки вы¬ 
рабатывают ФТМ к вирусным антигенам. Следовательно, такие 
реакции могут участвовать и в ответе хозяина на вирусную 
инфекцию. 

Вирус-специфические цитотоксические 
Т-лимфоциты 

Механизм индукции вирус-специфических Т-клеток и рест¬ 
рикции их цитотоксичности молекулами МНС класса I уже 
обсуждался. В этом разделе мы рассмотрим данные о роли Тс 
в вирусных инфекциях человека, а также о том, какое значе¬ 
ние они имеют в резистентности хозяина по сравнению с дру¬ 
гими иммунологическими механизмами. 

В связи с тем что вирус-специфические Т-клетки следует 
искать в периферической крови, где их можно обнаружить 
только во время острой инфекции, большинство исследователей 
предпочитают использовать для генерации вторичной реакции 
Тс тот или иной метод стимуляции вирусом in vitro. 

Таким способом были впервые обнаружены вирус-специфи¬ 
ческие Тс человека для вируса гриппа. ЛПК от серопозитивных 
индивидуумов заражали вирусом гриппа А (дающим в лимфо¬ 
цитах абортивную инфекцию с экспрессией гликопротеинов, но 
без образования инфекционного вируса) и культивировали 
5 дней. В результате возникли специфические к вирусу гриппа 
Тс, токсичность которых была HLA -рестриктирована по антиге¬ 
нам МНС класса I. Эти Тс не различали антигенные варианты 
вируса гриппа А, но проявляли чрезвычайную специфичность 
к антигенам МНС класса I. Например, они были способны рас¬ 
познавать серологически неразличимые варианты HLA-A2 и 
HLA-B27 [30]. Индивидуальный вирусный белок, распознавае¬ 
мый Тс, специфическими к вирусу гриппа, еще не определен. 

Другой хорошо изученной системой является вирус Эпштей¬ 
на—Барр (ЕВѴ). Когда ЛПК от серопозитивных индивидуумов 
суперинфицировали ЕВѴ, В-клетки трансформировались и раз- 



24 


Глава 14 


растались в колонии. После нескольких недель культивирова¬ 
ния большая часть колоний исчезала (регрессировала), но не¬ 
которые превращались в перевиваемые В-клеточные линии. Ес¬ 
ли из культуры с самого начала удаляли Т-клетки или если 
первоначально проводили обработку циклоспорином А, то 
В-клетки бесконтрольно разрастались, и перевиваемые В-кле- 
точные линии развивались значительно чаще. Показано, что за 
регрессию трансформированных В-клеток ответственны ЕВѴ- 
специфические Тс. 

Тс, специфические для ЕВѴ, HLA -рестриктированы по анти¬ 
генам класса I и распознают еще не охарактеризованный анти¬ 
ген, экспрессированный на В-клетках, трансформированных 
ЕВѴ [31]. Получены Тс-клоны, специфические для трансформи¬ 
рованных ЕВѴ В-клеток, рестриктированные по одному анти¬ 
гену: HLA-A или HLA-B [49]. Частота ЕВѴ-специфических Тс- 
предшественников в периферической крови нормальных серо¬ 
позитивных индивидуумов относительно высока. Предполагают, 
что эти Тс участвуют в элиминации ЕВѴ-трансформированных 
В-клеток in vivo. Например, у некоторых иммуносупрессирован- 
ных индивидуумов могут развиваться EBNA -положительные 
В-клеточные лимфомы. 

Тс, специфические к вирусу кори, получены в системе, сход¬ 
ной с описанной выше для вируса гриппа. Тс, специфические 
к цитомегаловирусу (СМѴ), получены от нормальных серопо¬ 
зитивных индивидуумов путем вторичной стимуляции in vitro 
с последующим накоплением реагирующих на антиген клеток 
в культуре, зависящей от ИЛ-2. Возможно, Тс играют роль 
в предотвращении реактивации СМѴ, как это предполагают 
для ЕВѴ [4]. Следует отметить, что возможность применения 
схемы вторичной стимуляции in vitro для формирования Тс 
зависит от свойств вирусов. В случае вирусов, вызывающих 
литическую инфекцию лимфоидных клеток, этот подход, оче¬ 
видно, затруднен. 

Есть сообщения, что при острых вирусных инфекциях вирус- 
специфические Тс-клетки в периферической крови могут быть 
обнаружены без стимуляции in vitro. Однако наблюдения тако¬ 
го рода, так же как и интерпретация данных, затруднительны, 
поскольку эффекторные Тс-клетки могут присутствовать в пе¬ 
риферической крови в небольшом количестве и (или) локализо¬ 
ваться in vivo в местах заражения. Следует отметить также, 
как правило, низкое выделение 51 Сг и то, что необходимо ис¬ 
ключить уничтожение клеток цитотоксическими Т-лимфоцитами 
других типов, особенно клетками с Fc -рецепторами, вызываю¬ 
щими NK -эффект и АЗКД. Тем не менее удалось показать, что 
Тс присутствуют при острой коревой вирусной инфекции [23] и 
при заражении СМѴ у реципиентов трансплантатов костного 
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мозга [40]. Есть сообщения также, что вирус-специфические Тс 
присутствуют в спинномозговой жидкости детей, которые боль¬ 
ны менингитом [24], вызванным вирусом паротита. 

Таким образом, из относительно небольшого количества изу¬ 
ченных случаев, приведенных здесь, следует, что вирус-специ¬ 
фические Тс выявляются как при острых, так и при персистент¬ 
ных вирусных инфекциях у человека; не исключено, что их 
образование в ответ на заражение вирусом — общераспростра¬ 
ненное явление. 


Гуморальные эффекторные механизмы 

Нейтрализация вируса антителами 

Антитела, играющие важную роль в подавлении вирусных 
инфекций, используют для выявления иммунитета к вирусам. 
Согласно полученным in vitro достоверным доказательствам, 
антитела классов IgG и IgM эффективно нейтрализуют вирус в 
жидкой фазе [И, 12, 35]. Это может быть результатом предот¬ 
вращения связывания вируса со специфическими клеточными 
рецепторами или результатом агрегации вирусных частиц, вы¬ 
званной антителами. Соединение вирусов с IgG -антителами 
способствует фагоцитозу мононуклеарными клетками и поли¬ 
морфноядерными лейкоцитами, осуществляемому с помощью 
имеющихся на этих клетках Fc -рецепторов. Однако этот послед¬ 
ний процесс может усиливать репликацию некоторых вирусов 
(см. выше). Дальнейшее понимание процессов, необходимых 
для нейтрализации, может прийти в результате исследований с 
моноклональными антителами. Например, моноклональные 
антитела к белку Е1 вируса Синдбис, которые in vitro не ней¬ 
трализуют вирус, тем не менее обеспечивают защиту при введе¬ 
нии in vivo. Показано, что эти антитела распознают вирус-спе¬ 
цифические участки на зараженных клетках, но не распознают 
их на вирионах и что для эффекта защиты необходима актива¬ 
ция антителами комплемента [43]. 

В то время как основными антителами, ответственными за 
нейтрализацию вирусов в сыворотке, являются IgG и IgM, 
антитела IgA — основной класс антител, нейтрализующих 
вирус на поверхности слизистой. Следовательно, секреторные 
IgA являются важным компонентом в системе, обеспечи¬ 
вающей устойчивость к вирусам, которые обычно проника¬ 
ют в организм через респираторные пути или через кишечник. 
Более того, чтобы индуцировать на участке слизистой хороший 
секреторный IgA -ответ, необходима местная иммунизация. 
Классическим примером может служить живая пероральная 
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полиовакцина, которая значительно лучше, чем убитые парен¬ 
теральные вакцины, индуцирует секреторные IgA [36]. Любые 
эффекты IgA следует относить к прямому действию самих ан¬ 
тител, предотвращающих связывание вируса со слизистой. В от¬ 
личие от IgG, IgA не использует эффекторные системы, такие 
как фагоцитарные клетки или комплемент. 

Антитела IgE присутствуют в сыворотке в низкой концен¬ 
трации; их основная биологическая активность проявляется в 
связывании с тучными клетками через специфические рецеп¬ 
торы. Во время реакции антигена со связанными с клетками 
IgE из тучных клеток выделяются медиаторы воспаления. Этот 
IgE -зависимый механизм считают ответственным за некоторые 
клинические проявления аллергии. Практически нет исследова¬ 
ний, посвященных IgE -ответу на вирусы. Хотя, вероятно, анти¬ 
тела IgE к вирусным антигенам образуются, неясно, ответствен¬ 
ны ли происходящие при этом процессы за какие-либо проявле¬ 
ния вирусных инфекций. 


Роль комплемента 

Система комплемента человека включает в сеоя 20 белков 
плазмы. Механизм их последовательного взаимодействия до¬ 
вольно хорошо изучен. Классический путь активации компле¬ 
мента начинается с того, что субъединица С1 q макромолекулы 
С1 связывается с IgG или IgM в случае их соединения с анти¬ 
геном или агрегации. Затем следует активация С1 г и Cls. 
Активированный С1 последовательно расщепляет С4 и С2, в 
результате чего происходит сборка фермента С4Ь2Ь, расщеп¬ 
ляющего СЗ при классическом пути. Активность С4Ь2Ь ограни¬ 
чивается лабильностью С2Ь и в меньшей степени специфически¬ 
ми регуляторными белками, инактивирующими С4 (сюда вхо¬ 
дят белок, связывающийся с С4, и фактор I). 

Альтернативный или амплификационный путь активации 
комплемента отличается от классического главным образом тем, 
что он не зависит от антител. СЗ подвергается медленному 
спонтанному гидролизу в плазме и превращается в СЗЬ, кото¬ 
рый в норме быстро инактивируется фактором Н и фактором I 
в жидкой фазе или на поверхности неактивирующих частиц. 
Однако активаторы альтернативного пути, являющиеся по боль¬ 
шей части корпускулярными, проявляют одну особенность: ког¬ 
да СЗЬ из жидкой фазы откладывается на их поверхности, он 
становится относительно защищенным от фактора Н. Такой 
защищенный СЗЬ может связать фактор В, который расщепля¬ 
ется фактором D (серинпрот еаза с низкой молекулярной массой) 
с образованием фермента СЗЬВЬ, расщепляющего СЗ при аль- 
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тернативном пути. Этот фермент с активным участком на фраг¬ 
менте ВЬ быстро распадается; его период полужизни продлева¬ 
ется пропердином (П), который связывается с СЗ в бимолеку¬ 
лярный комплекс и замедляет распад. Важным моментом 
альтернативного пути является то, что СЗЬ (сформированный 
либо по классическому типу, либо спонтанным гидролизом, 
либо с расщеплением СЗ другими протеолитическими фермен¬ 
тами) способствует усилению расщепления СЗ. Следовательно, 
альтернативный путь является мощным биологическим конту¬ 
ром положительной обратной регуляции. В связи с этим следу¬ 
ет подчеркнуть важность регуляторных белковых факторов Н 
и I, так как в их отсутствие обычные незначительные количест¬ 
ва СЗЬ могут привести к неограниченной активации этого пути. 
На рис. 14.3 представлена схема классического и альтернатив¬ 
ного путей активации комплем ента. _ 

После расщепления СЗ в СЗЬВЬ или С4Ь2Ь могут включать¬ 
ся добавочные молекулы СЗЬ с образованием СЗЬ П ВЬ или 
С4Ь2ЬЗЬ, а затем появляется фермент, расщепляющий С5. Пос¬ 
ле расщепления С5 происходит неферментативное связывание 
С6-9 с С5Ь, что приводит к сборке комплекса С5Ь-9, который 
встраивается в липидный бислой клеточных мембран, вызывая 
хорошо известную картину разрушения мембран комплементом. 
Дополнительные подробности недавних исследований системы 
комплемента можно найти в обзорах [25, 32]. 

Комплемент усиливает нейтрализацию вирусов антителами. 
Это достигается благодаря увеличению размеров комплекса ви¬ 
рус-антитело и включению СЗЬ в комплексы, которые затем 
способны связываться с находящимися на фагоцитарных клет¬ 
ках рецепторами к СЗЬ. Антитела и комплемент могут также 
непосредственно лизировать вирусы, имеющие липидную обо¬ 
лочку. 

Сам комплемент способен непосредственно инактивировать 
некоторые вирусы в отсутствие антител, например ряд ретро- 
вирусов. Это возможно благодаря тому, что некоторые вирус¬ 
ные белки служат рецепторами С1 q [11, 12]. Альтернативным 
путем комплемент активируется на поверхности различных мик¬ 
роорганизмов, например бактерий и дрожжей. Таким образом, 
не исключено, что главная функция альтернативного пути 
заключается в неспецифическом механизме защиты хозяина, при 
котором появляется возможность опсонизации и лизиса различ¬ 
ных микроорганизмов еще до развития специфического иммун¬ 
ного ответа. Есть данные о том, что вирусы также могут быть 
инактивированы альтернативным путем независимо от антител, 
как это показано на примере вируса Синдбис; подробности при¬ 
ведены в обзорах [И, 12, 19]. 
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Рис. 14.3. Классический (вверху ) и альтернативный (внизу) пути активации 
комплемента. 

Лизис зараженных вирусом клеток 
антителами и комплементом 

Антитела и комплемент могут убивать зараженные вирусом 
клетки in vitro. Клетки различных человеческих линий (эпите¬ 
лиальные, нервные, лимфоидные), зараженные вирусами, кото¬ 
рые экспрессируют антигены на клеточной поверхности, лизиру¬ 
ются человеческими сыворотками при условии содержания в 
них специфических антител к вирусам и функционально актив- 
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ного комплемента. В этом случае лизис зависит от интактного 
альтернативного пути активации комплемента. Детальный ана¬ 
лиз этой системы с использованием в качестве модели клеток, 
зараженных вирусом кори, показал, что в отсутствие антител 
зараженные клетки активируют альтернативный путь, но для 
того чтобы произошел лизис, необходимы антитела. Несмотря 
на то что активация альтернативного пути не зависит от анти¬ 
тел, IgG может, очевидно, увеличивать количество накопивше¬ 
гося СЗ в этой системе и таким образом усиливать лизис [45, 
46]. Как было показано, клетки, зараженные различными ДНК- 
и РНК-содержащими вирусами, лизируются с помощью анало¬ 
гичных механизмов, что указывает на общий характер этого яв¬ 
ления. Хотя оценить значение указанного механизма in vivo 
трудно, вероятно, повреждение клеток антителами и комплемен¬ 
том может осуществляться in vivo [38]. 

Значение механизмов резистентности 
хозяина in vivo 

Несмотря на интенсивное изучение гуморального и клеточно¬ 
го механизмов, обсуждавшихся выше, все еще трудно адекват¬ 
но оценить роль каждого из них в отдельности in vivo при 
вирусных инфекциях человека. Возможно, их роли в регуляции 
протекания вирусных инфекций взаимосвязаны, однако отно¬ 
сительное значение каждого может варьировать от одного ви¬ 
руса к другому. 

Последствия иммунодефицита 

Утрата специфических компонентов иммунного ответа может 
быть воспроизведена в эксперименте, правда, часто этого дости¬ 
гают только с помощью изощренных манипуляций. Изучение 
состояния врожденного или приобретенного иммунодефицита у 
человека дает возможность определить относительную роль 
обсуждавшихся выше различных защитных механизмов in vivo. 
Однако подробно изучено лишь относительно небольшое число 
иммунодефицитных состояний, и полностью четко разграничить 
дефицит отдельных компонентов в ответе хозяина часто не уда¬ 
ется. 

Синдромы иммунодефицита человека, характеризующиеся 
нарушением образования антител, представляют собой разно¬ 
родную группу расстройств, для которых характерно поврежде¬ 
ние различных стадий созревания В-клеток. Больные с дефект¬ 
ным образованием антител особенно сильно страдают от бакте¬ 
риальных инфекций. У них необычно часто развивается пара¬ 
литический полиомиелит после вакцинации живым вирусом, и 
отмечена повышенная чувствительность к менингиту, вызывае¬ 
мому вирусами ECHO, и инфекциям, вызываемым вирусом 
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ветрянки-опоясывающего лишая (VZV) [10, 16]. 

Генетические повреждения системы комплемента в настоя¬ 
щее время хорошо изучены. Почти все они связаны с гомози¬ 
готной дефектностью структурных генов. Дефектность Cl, С4 
или С2 ассоциируется с повышенной частотой болезней иммун¬ 
ных комплексов, в частности «волчанкоподобной болезнью». 
Дефектность самого СЗ приводит к рекуррентным бактериаль¬ 
ным инфекциям, так же как и вторичная утрата СЗ, возникаю¬ 
щая в результате неполноценности фактора I. Дефектность 
компонентов комплексов С5-С9, атакующих мембраны, ассоци¬ 
ируется с хроническими или повторными менингококковыми или 
гонококковыми инфекциями. Дефектность пропердина ассоции¬ 
руется с нейссеровской инфекцией. Дефектность факторов В и 
D пока не изучена. Таким образом, отсутствие антител или ком¬ 
племента, по-видимому, частично предрасполагает к бактери¬ 
альным инфекциям [25]. 

Дефекты функций Т-клеток часто ассоциируются с вирус¬ 
ной инфекцией. Так же как в случае В-клеток, причины расст¬ 
ройств функций Т-клеток мало изучены. Однако известно, что 
около 20% случаев тяжелого комбинированного синдрома имму¬ 
нодефицита вызвано дефектностью аденозиндезаминазы. Боль¬ 
ные с поврежденными Т-клетками склонны к развитию генерали¬ 
зованной прогрессирующей осповакцинной инфекции при проти¬ 
вооспенной вакцинации, а также к заболеваниям, вызываемым 
СМѴ, HSV, VZV. Первичные поражения Т-клеток также могут 
приводить к дефектной продукции антител; вместе с тем основ¬ 
ной причиной повышения чувствительности к вирусным инфек¬ 
циям в этой ситуации, вероятно, является неспособность Т-кле¬ 
ток (Тс и Td) элиминировать внутриклеточный вирус [10, 16]. 

Дефекты функций фагоцитов проявляются в увеличении слу¬ 
чаев бактериальных заражений. Заслуживает упоминания один 
особый пример — синдром Чедьяк—Хигаши. При этом расстрой¬ 
стве нейтрофилы содержат гигантские гранулы и уничтожение 
захваченных микроорганизмов происходит неэффективно. У та¬ 
ких больных заметно снижена активность клеток NK, однако до 
настоящего времени нет сообщений об аналогичных ситуациях, 
касающихся вирусов. У мышей подобный дефект наблюда¬ 
ется при мутации «beige» [18, 41]. 

Иммунопатология вирусных инфекций 

До настоящего времени иммунный ответ на вирусы рассмат¬ 
ривался только в пределах его благотворного действия на хо¬ 
зяина. Однако вовлечение в иммунный процесс различных со¬ 
ставляющих, активация этого процесса и увеличение его интен¬ 
сивности могут приводить и к неблагоприятным последствиям, 
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содействующим патологическим реакциям. Это наблюдается в 
случае повреждения большого количества клеток или при по¬ 
вреждении клеток, связанных с жизненно важными физиологи¬ 
ческими функциями. 

Антитела могут участвовать в ряде патологических событий* 
Образование комплексов вирус—антитело (иммунных комплек¬ 
сов) представляет собой нормальную стадию в процессе осво¬ 
бождения от антигена; такие иммунные комплексы удаляются 
мононуклеарной фагоцитарной системой. Во время острой огра¬ 
ниченной инфекции может происходить отложение иммунных 
комплексов в структурах с фильтрующими базальными мембра¬ 
нами, такими как почечные гломерулы, синовиальные полости 
суставов и хороидальные сплетения. Не исключено, что в ре¬ 
зультате такого отложения возникает ряд обычных симптомов* 
сопровождающих вирусную инфекцию. При персистентной ин¬ 
фекции с непрерывным выделением вирусного антигена ком¬ 
плексы могут отлагаться длительное время, вызывая хрони¬ 
ческое воспаление (например, гломерулонефриты и васкулиты 
при персистентном течении гепатита В). Так как естественно 
встречающиеся вирусные инфекции у животных часто ассоции¬ 
рованы с иммунокомплексными болезнями, была выдвинута 
гипотеза о том, что иммунокомплексные болезни у человека мо¬ 
гут иметь вирусную этиологию [37]. Антитела могут также уси¬ 
ливать репликацию в макрофагах некоторых вирусов, таких как 
альфавирусы. А комплексирование антител с вирусом денге, 
например, придает вирусу способность проникать в макрофаги 
путем эндоцитоза через Fc -рецепторы. Это, возможно, способ¬ 
ствует развитию шокового синдрома денге у тех индивидуумов, 
которые уже имеют антитела [15]. 

В опытах in vitro обнаружено, что антитела могут связы¬ 
ваться на поверхности зараженных клеток с гликопротеинами 
вируса кори и изменять экспрессию вирусных белков. Это обу¬ 
словлено освобождением комплексов вирусный антиген—анти¬ 
тело с клеточной поверхности, а также подавлением внутрикле¬ 
точного синтеза некоторых вирус-специфических белков. Пред¬ 
полагают, что сходная ситуация имеет место при подостром 
склерозирующем панэнцефалите, когда внутриклеточный вирус 
кори персистирует в мозгу при наличии очень высокого титра 
специфических антител [14]. 

Вирус-специфические Т-клетки также могут вызывать пато¬ 
логическое состояние. Одним из самых четких эксперименталь¬ 
ных примеров служит инфекция, вызываемая LCMV, у мышей. 
Взрослые мыши, зараженные достаточной дозой LCMV, поги¬ 
бают, хотя сам по себе LCMV обладает относительно слабым» 
цитопатическим действием. Повреждение мозга и смерть, веро¬ 
ятно, наступают вследствие того, что Тс-клетки атакуют зара- 
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женные LCMV клетки мозга [6]. Высказано, но не доказано 
предположение, что гепатоцеллюлярные повреждения при хро¬ 
нической болезни печени, вызываемой вирусом гепатита В, обу¬ 
словлены действием вирус-специфических Т-клеток. 

Вирусы могут приводить к патологическим состояниям, за¬ 
ражая иммунокомпетентные клетки. Примерами служат уже 
упоминавшееся заражение В-клеток ЕВѴ, заражение В- и Т- 
клеток вирусом кори, а также случаи заражения некоторыми 
вирусами макрофагов. 

В той мере, в которой возможны обобщения в этом вопро¬ 
се, можно заключить, что патологические последствия ответа 
хозяина на вирусную инфекцию характерны в основном для 
персистентных вирусных инфекций. В настоящее время главная 
задача исследователей, занимающихся вирусной иммунологией 
и иммунопатологией, состоит в том, чтобы понять, какова роль 
ответа хозяина в персистентной вирусной инфекции и как при 
этом вирус избегает иммунологического контроля. 
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Интерфероны 

В. /С. Йоклик 1 


В 1957 г. Айзекс и Линденман [ПО] проинкубировали инак¬ 
тивированный нагреванием вирус гриппа с куриной хориоал- 
лантоисной мембраной с целью исследовать его способность 
интерферировать с размножением гомологичного инфекционно¬ 
го вируса. Они рассчитывали, что вызывающие интерференцию 
вирусные частицы будут устранены адсорбцией, однако, к сво¬ 
ему удивлению, обнаружили, что способность среды подавлять 
размножение вируса не только не снижается, но, напротив, 
усиливается. Они показали, что эта интерференция вызывается 
совершенно новым ингибитором, отличным от частиц вируса 
гриппа, и назвали его интерфероном. 

На протяжении последней четверти века изучение природы 
и механизма действия интерферона было одним из наиболее 
захватывающих разделов молекулярной биологии клетки и ви¬ 
русологии. Эта проблема оказалась несравненно более слож¬ 
ной, чем казалось вначале. В частности, было показано, что 
интерферон состоит из многих видов молекул, которые кодиру¬ 
ются тремя семействами генов, дивергировавших сотни миллио¬ 
нов лет назад. Антивирусная активность интерферонов — лишь 
одна из их функций, тогда как, вероятно, главной является ре¬ 
гуляция клеточных активностей, связанных с ростом, дифферен¬ 
цировкой и управлением иммунным ответом. 

Изучение интерферона развивалось в нескольких направле¬ 
ниях. Для того чтобы дать логическую схему развития иссле¬ 
дований интерферона, мы начнем с исторического экскурса по 
работам, связанным с этим вопросом, отмечая ключевые откры¬ 
тия, а затем подробно рассмотрим разделы, в которых уже 
достигнуто существенное понимание. 


1 W. К. Joklik, Department of Microbiology and Immunology, Duke Univer¬ 
sity Medical Center, Durham, North Carolina 27710. 
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Четвертьвековая история исследований интерферона может 
быть разделена на три периода. В течение первого периода, 
продолжавшегося с 1957 г. до середины 60-х гг., основной упор 
делался на разработку систем для изучения антивирусной ак¬ 
тивности. Установили, что интерферон — белок, кодируемый 
хозяином, и что существуют три класса интерферонов; в первый 
класс входят интерфероны, образующиеся в основном в лейко¬ 
цитах (называемые теперь а-интерферонами), во второй — ин¬ 
терфероны, синтезирующиеся в основном в фибробластах 
((3-интерфероны), и в третий — интерфероны, образующиеся в 
стимулированных лимфоцитах (у-интерфероны, «иммунные», 
или «интерфероны класса II» по существовавшей тогда терми¬ 
нологии). Клетки, как правило, не образуют заметного количе¬ 
ства интерферона, однако его синтез может быть индуцирован 
под действием разных факторов, первым из которых является 
вирусная инфекция. Индукция интерферона требует синтеза как 
РНК, так и белка [74, 95, 238, 257]. В одном из наиболее де¬ 
монстративных опытов было показано, что если клетки предва¬ 
рительно обработать интерфероном, то размножение вируса леса 
Семлики подавляется, однако если одновременно с интерферо¬ 
ном добавить актиномицин D, то вирус размножается нормаль¬ 
но. Эти опыты свидетельствуют о том, что сам интерферон не 
является прямым антивирусным агентом; скорее всего он вы¬ 
зывает антивирусное состояние путем стимуляции образования 
некоего белка или белков, которые и служат собственно эффек¬ 
торами подавления размножения вируса. Теперь известно не¬ 
сколько белков, индуцируемых обработкой клеток интерферо¬ 
ном (см. ниже). Однако остается неясным, являются ли они 
действительными ингибиторами размножения вируса. 

Параллельно с исследованиями основных характеристик 
индукции антивирусного состояния предпринимались интенсив¬ 
ные попытки очистить интерферон, причем эти попытки на¬ 
толкнулись на неожиданные препятствия. Выяснилось, что 
интерфероны обладают чрезвычайно высокой биологической 
активностью; в антивирусное состояние клетку могут привес¬ 
ти менее чем 50 молекул интерферона. Таким образом, хотя в 
производстве миллионов единиц интерферона в культуре клеток 
и не было сложностей, число молекул интерферона, синтезиро¬ 
ванных при этом, было лишь в 10—50 раз больше, чем число 
единиц его активности, и, следовательно, по массе это были 
очень маленькие количества интерферона. Материал, из кото¬ 
рого приходилось начинать выделение интерферона, часто со¬ 
держал не более 0,001—0,01% интерферона. Эта низкая кон¬ 
центрация в сочетании с очень малым суммарным количеством 
интерферона была серьезным препятствием для его очистки. 

На следующих этапах исследования попытались выяснить 
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механизм антивирусной активности. Поскольку интерферон по¬ 
давляет размножение как РНК-содержащих, так и ДНК-содер- 
жащих вирусов, Иоклик [118] предположил, что интерферон 
подавляет функцию, общую для репликативных циклов этих 
вирусов, а именно трансляцию ранних вирусных мРНК (т. е. 
РНК, входящей в состав вирусных частиц, в случае РНК-со¬ 
держащих вирусов с позитивным геномом и мРНК, транскри¬ 
бированной с родительского вирусного генома, в случае других 
вирусов). Это предположение оказалось справедливым для 
вируса осповакцины [119] и ряда других исследованных впо¬ 
следствии систем. 

В течение второго периода, длившегося с середины 60-х до 
середины 70-х гг., на очистку интерферона не жалели усилий. 
Важным достижением, полученным в ходе этих работ, которые 
наконец увенчались успехом [126], было осознание того, что 
существует не один, а несколько молекулярных видов каждого 
из интерферонов человека (а и (3). Это подготовило почву для 
последующего открытия семейств интерфероновых генов (см. 
ниже). Использовали два приема, оказавшихся решающими 
для очистки интерферона: иммуноаффинную хроматографию и 
нечувствительность интерферона к додецилсульфату натрия 
(ДСН); последняя позволила применить электрофорез в поли¬ 
акриламидном геле в присутствии ДСН как эффективный за¬ 
ключительный этап очистки. Электрофорез показал, что интер¬ 
фероны, точнее (3-интерферон, представляют собой гликопроте¬ 
ины. По данным Дорнера и сотр. [58], довольно широкая полоса, 
которую дает (3-интерферон в геле с ДСН, существенно сужа¬ 
ется, если интерферон сначала обработать гликозидазами. 

Второй важный результат, полученный в этот период, со¬ 
стоял в следующем: удалось показать, что интерферон облада¬ 
ет не только антивирусной активностью, но также регуляторной 
активностью в отношении клеток и способностью подавлять их 
размножение. Ранее на это указывали многочисленные данные, 
однако окончательное доказательство стало возможным толь¬ 
ко после полной очистки интерферона, когда было показано, 
что материал, содержащийся в полосе интерферона из поли¬ 
акриламидного геля с ДСН, обладает не только антивирусной 
активностью, но и способностью подавлять рост клеток [228]. 
Осознание того факта, что интерферон влияет на клеточные 
функции, стимулировало многочисленные исследования: иссле¬ 
дование интерферонов как лимфокинов, т. е. изучение их спо¬ 
собности осуществлять иммунорегуляторные функции; исследо¬ 
вание их влияния на дифференцировку, включая индукцию син¬ 
теза определенных белков и ферментов; а также исследование 
их способности подавлять размножение клеток. Последняя об¬ 
ласть приобрела существенное значение после того, как Грее- 
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сер и сотр. [86] показали, что интерфероны увеличивают про¬ 
должительность жизни мышей с асцитом (т. е. подавляют рост 
клеток опухоли). Вскоре были предприняты попытки применить 
интерферон для лечения рака у человека. В первых опытах уси¬ 
лия были направлены против остеогенной саркомы [229], а 
вскоре появились исследования и на других опухолях. Эти ра¬ 
боты по своему характеру долгосрочны, и поэтому в них еще 
не получено результатов, позволяющих сделать окончательное 
заключение. Параллельные клинические испытания, в которых 
используют антивирусные свойства интерферона, проводят с 
середины 60-х гг., но пока интерферон не стал важным оружи¬ 
ем в борьбе с вирусами. По-видимому, он способен приостанав¬ 
ливать течение персистентных вирусных инфекций и может най¬ 
ти применение в этой области. 

Фактически именно необходимость клинических испытаний 
привела к третьему периоду исследования интерферона, начи¬ 
ная с середины 70-х гг. Клинические испытания требуют боль¬ 
ших количеств интерферона — больших не по массе, а по срав¬ 
нению с тем количеством, которое можно легко получить в 
клетках человека in vitro. Поэтому многие лаборатории начали 
клонировать гены интерферонов, и к 1979 году это удалось осу¬ 
ществить Танигуши и его сотрудникам [234]. Вскоре бы¬ 
ло показано, что геном человека содержит многочисленные 
гены и псевдогены а-интерферона, несколько генов (3-интерфе- 
рона и один ген уинтерферона. Эти гены локализовали в хро¬ 
мосомах, секвенировали и определили их эволюционные отно¬ 
шения. Они клонированы как в прокариотических, так и в эука¬ 
риотических экспрессирующих векторах, и в результате интер¬ 
фероны производят теперь в больших количествах в бактериях, 
дрожжах и клетках млекопитающих. Интерфероны, полученные 
генноинженерным путем, используют в клинических испыта¬ 
ниях. Генная инженерия позволяет также получать гибрид- 
ные гены интерферонов, которые кодируют гибридные молеку¬ 
лы интерферонов с новым сочетанием доменов или с модифици¬ 
рованными доменами. Не исключено, что в будущем они найдут 
широкое применение. Именно это направление наиболее заман¬ 
чиво для тех, кто пытается использовать интерферон для борь¬ 
бы с болезнями. 

Несколько лет назад значительное внимание привлек меха¬ 
низм антивирусного действия интерферона. Когда обнаружили, 
что интерфероны индуцируют синтез нескольких белков (фер¬ 
ментов), было естественно предположить, что именно эти бел¬ 
ки являются первыми кандидатами на роль факторов, создаю¬ 
щих и поддерживающих антивирусное состояние. Двумя наибо¬ 
лее обещающими в этом отношении ферментами были 
протеинкиназа [142, 198] и 2,5-oligo (А)-синтетаза [102]. Однако, 
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несмотря на использование сложных биохимических методов 
для выделения и характеристики этих ферментов, пока не уда¬ 
лось доказать, что они прямо и избирательно участвуют в по¬ 
давлении размножения вирусов. 

Суммируя, можно отметить, что исследование интерферонов 
вступает в наиболее интересную фазу. Главное препятствие в 
прошлом — отсутствие достаточных количеств чистого интерфе¬ 
рона — наконец преодолено, и теперь есть все для исследования 
действия чистых препаратов интерферона на нормальные клет¬ 
ки, клетки иммунной системы, опухолевые клетки и клетки, 
зараженные разными вирусами. В настоящее время мы обла¬ 
даем также значительными количествами интерферона для ле¬ 
чения больных с самыми разными заболеваниями. 

Природа интерферонов 

Существует три класса человеческих интерферонов: а-ИФН 
и |3-ИФН, образующиеся преимущественно в лейкоцитах и фиб¬ 
робластах, соответственно, в ответ на вирусную инфекцию или 
на разнообразные индуцирующие воздействия [92], и у-ИФН, 
называвшийся ранее «иммунным» интерфероном, или интерфе¬ 
роном класса II, продуцируемый несенсибилизированными лим¬ 
фоидными клетками в ответ на митогены и сенсибилизирован¬ 
ными лимфоцитами при стимуляции специфическим антигеном 
[51] (табл. 15.1) р-ИФН и у-ИФН относятся к гликопротеинам, 
однако олигосахаридные боковые группы не существенны для 
их биологической активности [75, 90, 128], что объясняет, поче¬ 
му клонированный интерферон, синтезируемый в прокариотах 
(см. ниже), обладает нормальной биологической активностью. 
Интерфероны класса а не являются гликопротеинами. а-ИФН 
и р-ИФН, но не у-ИФН очень устойчивы к низким значениям 
pH (оба вполне стабильны при pH 2 при 4°С) и сохраняют 
биологическую активность в присутствии ДСН [227]. Это не¬ 
обычное свойство позволяет применять эффективный способ их 
очистки на конечных этапах выделения [93]. 

В молекулах интерферонов существуют два высококонсер¬ 
вативных домена. Один, находящийся в аминоконцевой полови¬ 
не молекулы, вероятно, содержит участок, связывающийся с 
рецептором на клеточной поверхности, а другой, находящийся 
во второй половине молекулы, вероятно, модулирует это свя¬ 
зывание и осуществляет другие биологические функции [230]. 

Будучи изолированы из клеток и органов, интерфероны час¬ 
то оказываются крупнее, чем молекулы с мол. массой 17 кДа, 
которые определяются их генами (см. ниже). Тому есть не¬ 
сколько возможных причин. Во-первых, как уже указывалось 
выше, некоторые интерфероны являются гликопротеинами, во- 
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Таблица 15.1. Свойства интерферонов человека 


Тип 

а (лейкоцитарный) 

Р (фибробластный) 

Y («иммунный», или 
«интерферон класса 

II») 

Продуцируется 

Периферическими 

лейкоцитами 

Фибробластами 

Лимфоцитами 

Индуцирующий 

Вирусная инфек- 

Вирусная инфек¬ 

Митогены (несен¬ 

фактор 

ция, дцРНК 

ция, дцРНК 

сибилизирован¬ 
ные лимфоци¬ 
ты); специфи¬ 
ческие антиге¬ 
ны (сенсиби¬ 
лизированные 
лимфоциты) 

Число генов 

14 

Не менее 2; воз¬ 
можно, 5 

1 

Наличие интронов 

Нет 

Нет 

Есть 

Хромосомная ло¬ 
кализация 

9 

9, 2, 5 

12 

Размер белка-пред¬ 
шественника 
(число амино¬ 
кислот) 

166 

166 

166 

Длина сигнальной 
последователь¬ 
ности 

(число амино¬ 
кислот) 

23 

21 

20 

Размер зрелого 
белка 

(число амино¬ 
кислот) 
Молекулярная 
масса 

143 

145 

146 

17 000 

17 000 

17 000 

Гликопротеин 

Нет 

Да 

Да 

Стабильность при 
pH 2 

Да 

Да 

Нет 

Активность в при¬ 
сутствии ДСН 

Есть 

Есть 

Нет 


вторых, некоторые природные интерфероны могут быть димера¬ 
ми, и в-третьих, при определенных условиях интерфероны могут 
связываться с другими белками. 

Три семейства генов интерферона человека произошли от 
общего предшественника, но в настоящее время они не близко- 
родственны. Эти семейства иммунологически различны; это 
означает, что антисыворотка, полученная против интерферона 
одного класса, не инактивирует интерфероны другого [93]. 

Интерфероны продуцируются многими, вероятно, всеми ви¬ 
дами позвоночных. Кроме интерферонов человека подробно изу- 
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чены интерфероны грызунов, особенно мышей, у которых хоро¬ 
шо охарактеризованы а-ИФН и р-ИФН, и интерфероны птиц, 
особенно кур и уток, у которых (3-ИФН очищен и частично оха¬ 
рактеризован. 

Интерфероны специфичны по отношению к виду хозяина, 
причем основой этой специфичности, вероятно, является специ¬ 
фичность взаимодействия интерферона с поверхностными ре¬ 
цепторами клетки (см. ниже). Иногда эта специфичность очень 
узка. Например, куриный и утиный интерфероны дают очень 
низкую перекрестную активность, так же как мышиный и кры¬ 
синый интерфероны. Однако, что не удивительно, имеются ис¬ 
ключения. Например, человеческий интерферон защищает 
бычьи клетки даже лучше, чем бычий интерферон. 

Все интерфероны имеют как антивирусную, так и антипро¬ 
лиферативную активность; все они дают интерференцию с раз¬ 
множением вирусов и регулируют разнообразные клеточные 
функции. Вместе с тем степень проявления этих активностей 
сильно варьирует в клетках разных типов. Лишь в немногих 
исследованиях проводили прямое сравнение действия, вызывае¬ 
мого интерферонами разных классов в клетках одного типа. 
В одном таком исследовании [200] было обнаружено, что 
а-ИФН и р-ИФН подавляли размножение вирусов везикуляр¬ 
ного стоматита (VSV) и энцефаломиокардита (ЕМѴ) сильнее, 
чем 'у-ИФН, который в то же время подавлял размножение рео- 
вируса и вируса осповакцины сильнее, чем а-ИФН и р-ИФН. 
Кроме того, синтез некоторых белков индуцировался сильнее 
под действием у-ИФН, в то время как для других белков было 
справедливо обратное. В ряде случаев у-ИФН оказывал более 
сильное антипролиферативное действие, особенно против рако¬ 
вых клеток, по сравнению с а-ИФН и р-ИФН. В общем, можно 
сказать, что все интерфероны активны в индукции антивирус¬ 
ного состояния, но активность против различных вирусов меня¬ 
ется в зависимости от типа клеток и класса интерферона. Одна¬ 
ко регуляторная активность по отношению к клеткам более 
выражена у у-ИФН, чем у а-ИФН или р-ИФН [200, 258]. 
Теперь, когда клонирование делает доступными индивидуаль¬ 
ные природные интерфероны, а также рекомбинантные и видо¬ 
измененные интерфероны, без сомнения, будут проводиться 
большие работы по идентификации и детальному описанию 
основных функций каждого молекулярного вида интерферона и 
по выявлению наилучших способов их использования в клини¬ 
ческих условиях. 

Помимо хорошо охарактеризованных классов интерферонов 
недавно описаны еще несколько дополнительных типов. Напри¬ 
мер, иммунные лимфоциты человека синтезируют кислотола¬ 
бильный а-интерферон [16], который обнаружен также в сыво- 
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ротках больных системной волчанкой [185]. Другой атипичный 
интерферон обнаружен в одноядерных лейкоцитах человека, 
индуцированных фитогемагглютинином и опухолевым промото¬ 
ром телеоцидином [269]. Этот новый интерферон обладает не¬ 
которыми основными характеристиками а-интерферона, но его 
антивирусная активность проявляется только на фибробластах 
человека с трисомией по хромосоме 21; он также отличается 
от ранее идентифицированных типов интерферона по антиген¬ 
ным, биологическим и физико-химическим свойствам. Наконец, 
необычные интерфероны, которые нейтрализуются в примерно 
равной степени антителами против а-ИФН и р-ИФН, были об¬ 
наружены в зараженных вирусом амниотических оболочках 
[62]; возможно, они играют роль в эмбриональном развитии и в 
иммунологической толерантности матери по отношению к пло¬ 
ду. Эти новые виды интерферона интересны, но их детальная 
характеристика — дело будущего, и если это не оговорено спе¬ 
циально, в данной главе мы будем рассматривать преимущест¬ 
венно человеческие интерфероны трех основных классов. 

Природа генов интерферонов 

Первое клонирование гена человеческого интерферона путем 
обратной транскрипции интерфероновой мРНК было весьма 
сложной в техническом отношении задачей из-за небольшого 
количества имевшейся интерфероновой мРНК- Стратегия такого 
клонирования основывалась не на попытках выделить в каче¬ 
стве исходного материала полуочищенную мРНК интерферона, 
а на идентификации трансформантов, содержащих гены интер¬ 
феронов (такими методами, как гибридизационный блок транс¬ 
ляции). Первые гены а-ИФН и (3-ИФН были клонированы в 
1980 г. [161] и в 1979 г. [234] соответственно; ген у-ИФН чело¬ 
века был клонирован в 1982 г. [82]. После успешного клониро¬ 
вания первого гена, используя его в качестве зонда, в геномных 
библиотеках быстро идентифицировали другие интерфероновые 
гены. 

В геноме человека обнаружены многочисленные гены 
а-ИФН; к настоящему времени идентифицировано по крайней 
мере 14 таких генов, а также 7 псевдогенов, причем большая их 
часть уже секвенирована. Все они не имеют интронов и распо¬ 
ложены в коротком плече хромосомы 9. Это удалось показать 
при помощи блот-гибридизации клонированных кДНК интерфе¬ 
ронов с ДНК из гибридных клеток человек—мышь и гибриди¬ 
зации in situ с человеческими метафазными хромосомами [174, 
248]. По крайней мере часть этих генов расположена тандемно, 
а остальные находятся близко друг к другу; один участок в 
9937 пар оснований хромосомы 9 содержит два полных гена 
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а-ИФН, разделенных 4363 парами оснований (гены L и J), и 
часть третьего (возможно, псевдогена) [249]. Кодирующие обла¬ 
сти генов L и J гомологичны примерно на 96% и каждый флан¬ 
кирован примерно 3500 нуклеотидами, которые также высоко 
гомологичны. Повторяющаяся единица гена J фланкирована 
последовательностями, напоминающими те, которые фланкиру¬ 
ют подвижные генетические элементы. Повторы, содержащие 
как L-, так и J -гены, расположены в области, содержащей вы¬ 
сокоповторяющиеся последовательности генома человека. 

Что касается генов р-ИФН, то с ними ситуация еще не вы¬ 
яснена. Один из них расположен в коротком плече хромосомы 9 
и уже секвенирован; как и гены а-ИФН, он не содержит нитро¬ 
нов. Однако вопрос о том, есть ли другие гены р-ИФН, и где 
они расположены, остается открытым. С одной стороны Та¬ 
вернье и др. [236] просмотрели геномную библиотеку человека 
и обнаружили только один ген р-ИФН. С другой стороны Пита 
и др., [183] обнаружили мРНК ^-интерферона в гибридных клет¬ 
ках человек — мышь, не содержащих хромосомы 9, но содер¬ 
жащих хромосомы 2 и 5 человека. Сагар и др. [203] нашли по 
крайней мере пять видов транслируемой мРНК р-ИФН; а Сегал 
и др. [216], просматривая геномную библиотеку человека, на¬ 
шли шесть дополнительных генов р-ИФН. По-видимому, несколь¬ 
ко генов р-ИФН расположены в хромосомах 2, 5, и 9. И, нако¬ 
нец, существует единственный ген человеческого ^-ИФН, распо¬ 
ложенный в хромосоме 12 [54, 164] и имеющий три интрона. 

Большая часть перечисленных выше генов секвенирована. 
Различные гены а-ИФН гомологичны между собой на 80—90%; 
они дивергировали от общего предшественника относительно 
недавно, самое большее 25 млн. лет назад [156, 211]. Поскольку 
дивергенция млекопитающих произошла примерно 75 млн. лет 
назад, организация семейства генов а-ИФН у приматов отлича¬ 
ется от таковой у других млекопитающих. 

Кодирующие последовательности семейств генов а-ИФН и 
р-ИФН гомологичны друг другу на 30%. Это указывает на то, 
что они дивергировали примерно 500 млн. лет назад, еще до 
появления позвоночных. Что же касается гена у-ИФН, то он не 
имеет гомологии с генами других интерферонов, но кодирует 
белок сходного с ними размера, в котором отдельные аминокис¬ 
лоты занимают то же положение, что и в а- и р-интерферонах 
[50, 81]. 

Все гены интерферонов кодируют белки длиной 166 амино¬ 
кислот с N -концевой сигнальной последовательностью длиной 
от 20 до 23 аминокислот, которая необходима потому, что ин¬ 
терфероны относятся к секретируемым белкам. В зрелых моле¬ 
кулах интерферонов эти сигнальные последовательности отсут¬ 
ствуют. Размер зрелых белков интерферона составляет 143, 145 
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и 146 аминокислот для соответственно а-ИФН, р-ИФН и у-ИФН 
[211] (табл. 15.1). 

5'-Некодирующие области некоторых генов а-ИФН гомоло¬ 
гичны на 75%, но они сильно отличаются от соответствующих 
областей гена р-ИФН [211]. Ряд данных указывает на то, что 
эта область определяет экспрессию генов интерферонов [211]. 
Например, Вайсман и сотр. [186, 263] трансформировали 

L -клетки гибридным геном, в котором 5'-фланкирующая об¬ 
ласть человеческого гена al -ИФН была соединена с кроличьей 
р-глобиновой транскрипционной единицей. Правильно иницииро¬ 
ванная р-глобиновая РНК образовывалась только после индук¬ 
ции вирусом, причем ее образование характеризовалось той же 
кинетикой, что и при индукции интерфероновой мРНК. Фирс и 
сотр. [237] клонировали ген р-ИФН с промоторной областью и 
без нее в плазмидном векторе на основе SV40, которым транс¬ 
фицировали клетки АР-8. При индукции, вызванной poly(IC), 
наблюдали 30-кратное увеличение синтеза интерферона; 
poly(IC) не действовал, если в плазмиду вставляли только 
кодирующую область гена р-ИФН. Делеционное картирование 
показало, что область между нуклеотидами 114 и 186 от места 
начала транскрипции регулирует экспрессию этого гена. Инте¬ 
ресно, что эта область содержит последовательность, которая 
имеет заметное сходство с последовательностями областей, 
фланкирующих с б'-конца гены, регулируемые стероидными гор¬ 
монами. 


Интерфероновые гены у других видов позвоночных 

Для обнаружения интерфероновых генов у других видов 
животных в качестве зондов использовали гены интерферонов 
человека [270]. Все млекопитающие содержат сложные семей¬ 
ства генов а-ИФН, но только один или два гена р-ИФН, за 
исключением подсемейства бычьих, которые содержат мульти¬ 
генное семейство р-ИФН, возникшее, вероятно, за счет серии 
недавних дупликаций гена. Позвоночные других классов содер¬ 
жат гены р-ИФН и не содержат генов а-ИФН. 


Экспрессия клонированных генов интерферона 

Интерфероновые гены клонированы в экспрессирующих век¬ 
торах в бактериальных и дрожжевых клетках, в клетках насе¬ 
комых и млекопитающих. В качестве промоторов использовали 
переносные промоторы Пташне и сотр. [235], промотор Р l фага 
X [55], промотор полиэдрина [224а] и промотор trp [78, 278]. 
Интерфероны также экспрессировали в виде гибридного белка 
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с геном lacZ [224]. Таким образом экспрессировали не только 
клонированные, но и синтезированные гены интерферона; на¬ 
пример, Танака и сотр. [233] химически синтезировали ген 
Y -ИФН, поместили его под контроль промотора lac UV5 и обна¬ 
ружили, что он экспрессируется в Е. соіі. Количества проду¬ 
цируемого интерферона не очень велики; наилучший результат 
составляет примерно ІО 9 ед. на 1 л. Интерферон, синтезирую¬ 
щийся в Е. соіі , частично процессируется: он не содержит сиг¬ 
нальной последовательности и не гликолизилирован. По своей 
биологической активности он неотличим от соответствующего 
аутентичного интерферона. 

Наиболее эффективно экспрессия клонированных генов ин¬ 
терферона происходит в дрожжевых клетках. Интерфероновые 
гены клонировали в челночных бактериально-дрожжевых векто¬ 
рах, в которых они находятся под контролем дрожжевого про¬ 
мотора alcDI. Дрожжевые клетки, трансформированные этой 
плазмидой, синтезируют до ІО 6 молекул биологически активного 
интерферона на 1 клетку [98]. Недавно несколько генов а-ИФН 
и ген уИФН были включены в плазмиды под контроль про¬ 
мотора 3-фосфоглицераткиназы, в результате чего были полу¬ 
чены биологически активные интерфероны без сигнальной по¬ 
следовательности с выходом примерно 25 млн. ед. на 1 л [53]. 

Наконец, интерфероны экспрессированы в клетках млекопи¬ 
тающих, трансфицированных клонированными интерфероновы- 
ми генами. Среди использованных векторов были вирус бычьей 
папилломы [283], pSV2-neo [34, 56], и SV40- и dhfr -содержащие 
производные pKCR [94]. Трансфекция мышиных клеток L фраг¬ 
ментом человеческой ДНК размером 36 kb, содержащим ген 
(3-ИФН, привела к временной экспрессии человеческого интер¬ 
ферона даже без экзогенной индукции [89]; при использовании 
в качестве индукторов двухцепочечной РНК и вируса ньюкасл¬ 
ской болезни экспрессия интерферона сильно увеличивалась. 
Интересно, что соседние гены также индуцировались, однако 
их индукция не была обязательной для синтеза интерферона. 
Транскрипция трансфицированных клонированных генов обычно 
усиливалась при заражении вирусом или после обработки 
poly ( ІС) (при условии, что клонированный участок содержит 
последовательности, фланкирующие ген с 5'-конца). Эти наблю¬ 
дения подтверждают, что элементы, контролирующие индукцию, 
т. е. экспрессию генов интерферона, расположены в последова¬ 
тельностях, прилегающих к 5'-концу. Однако по некоторым дан¬ 
ным ген р-ИФН человека, клонированный в плазмиде pBR322 
под контролем промотора гена ТК HSV, конститутивно экспрес¬ 
сируется в мышиных клетках и отвечает на индукцию poly(IC) 
даже в отсутствие последовательностей, фланкирующих его с 
5'-конца [184]. 
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Выходы интерферона с клонированных генов, введенных в 
клетки млекопитающих невысоки; в лучшем случае они дости¬ 
гают ІО 5 ед. на 1 мл в день, что значительно меньше количе¬ 
ства, получаемого с собственными клеточными генами интерфе¬ 
рона. Основным преимуществом при синтезе интерферона с кло¬ 
нированных генов является смена промоторов. В норме интер- 
фероновые гены находятся под контролем элементов, которые 
могут быть включены только при помощи «деструктивных» ин¬ 
дукторов: и вирусная инфекция, и poly ( ІС) обычно убивают 
клетки, поэтому интерферон может синтезироваться только в 
течение непродолжительного времени (обычно меньше, чем 
48 ч). Однако, когда Хэйнес и Вайсман [94] ввели полученные 
ими dhfr -содержащие гибридные плазмиды в клетки СНО и ве¬ 
ли селекцию в среде, содержащей метотрексат, им удалось вы¬ 
делить клоны, содержащие множественные копии плазмиды, 
которые продуцировали от 20 000 до 100 000 ед. интерферона на 
1 мл в день конститутивно в течение нескольких месяцев. Соз¬ 
дание линий клеток, продуцирующих интерферон конститутив¬ 
но или при индукции недеструктивными воздействиями, следу¬ 
ет считать большим достижением. 

Создание и характеристика рекомбинантных генов 
человеческих интерферонов 

Одной из наиболее интересных новых разработок является 
создание гибридных интерфероновых генов с использованием 
удобных общих участков расщепления рестриктазами. Таким 
способом могут быть получены многие гибридные интерфероны 
с определенными биологическими и фармакологическими свой¬ 
ствами. Интересно выяснить, можно ли улучшить в каких-либо 
отношениях природные гены интерферонов. Эта область только 
начинает развиваться, поскольку определение свойств рекомби¬ 
нантных молекул интерферонов требует времени. К интересным 
для изучения свойствам интерферона относится его специфич¬ 
ность по отношению к мишени. Даже природные виды а-ИФН 
сильно различаются по этому признаку. Некоторые виды 
а-ИФН более активны в клетках человека по сравнению с клет¬ 
ками быка, другие наоборот; некоторые активны в клетках кро¬ 
лика, другие в той же степени активны в мышиных клетках 
[260]. Сейчас создано несколько гибридных генов а-ИФН чело¬ 
века [230, 262] и оказалось, что они сильно различаются по сво¬ 
ей способности подавлять размножение разных вирусов в раз¬ 
личных клетках и в организме разных животных [261]. Удалось 
идентифицировать отдельные аминокислотные остатки, от кото¬ 
рых существенно зависит хозяйская специфичность интерферо¬ 
на [191]. 
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На основе проведенных исследований может стать возмож¬ 
ным создание рекомбинантных молекул гибридных интерферо- 
нов с заданными свойствами для применения в определенных 
ситуациях как в качестве противовирусных, так и противора¬ 
ковых препаратов. 

Продуцирование интерферонов 

Линии клеток, спонтанно продуцирующие интерферон 

Обычно клетки не синтезируют интерферон. Все имеющие¬ 
ся данные свидетельствуют о том, что это связано с отсутстви¬ 
ем транскрипции интерфероновых генов, а не с быстрым рас¬ 
падом образующегося интерферона. Но в некоторых клетках 
гены интерферона транскрибируются спонтанно; связано ли это 
с постоянным присутствием в них какого-то индуктора или с 
перестройкой регуляторных областей интерфероновых генов, 
пока не ясно. Все известные до сих пор линии таких клеток 
относятся к лимфобластоидным [40]: некоторые из них проду¬ 
цируют у-ИФН [157, 163], но большая часть — а-ИФН в коли¬ 
чествах, варьирующих от 100 до 1000 ед. на 1 мл [17, 182]. 
Интересно, что спонтанно продуцируемый интерферон одноро¬ 
ден, т. е., по-видимому, представляет собой продукт единствен¬ 
ного гена интерферона. Такие лимфобластоидные линии клеток 
можно также стимулировать к синтезу интерферона в больших 
количествах (см. ниже). Правда, образующийся при этом ин¬ 
терферон гетерогенен, т. е. является продуктом многих, если 
не всех, генов интерферонов, в том числе генов (3-ИФН. Боль¬ 
шая часть этих клеточных линий — Т-лимфоциты, и лишь не¬ 
многие относятся к В-лимфоцитам. 

Линии клеток, спонтанно образующие интерферон, представ¬ 
ляют лишь теоретический интерес, поскольку количество про¬ 
дуцируемого ими интерферона слишком мало для того, чтобы 
его можно было использовать на практике. Во всех этих лини¬ 
ях, так же как и в клетках с полностью репрессированной в 
норме продукцией интерферона, эту продукцию можно дере- 
прессировать разнообразными агентами [215], которые подраз¬ 
деляются на несколько классов. 


Агенты, индуцирующие интерферон 
Вирусная инфекция 

Первым и наиболее важным индуцирующим фактором ин¬ 
терферона служит вирусная инфекция. К выработке интерфе¬ 
рона приводит заражение практически всеми вирусами, как 
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РНК-содержащими, так и ДНК-содержащими, причем РНК- 
содержащие вирусы — хорошие индукторы, тогда как ДНК- 
содержащие, за исключением поксвирусов, — более слабые. 
Кинетика образования интерферона примерно одинакова для 
всех вирусов: его синтез начинается примерно через 4 ч после 
заражения при 37 °С, достигает пика, когда синтез вирусных 
белков происходит с максимальной скоростью, и затем снижа¬ 
ется. Выходы интерферона сильно варьируют; хорошими счи¬ 
тают выходы ~10 3 — ІО 4 уел. ед. (NIH) на ІО 6 клеток. 

Чтобы определить, является ли индукция интерферона след¬ 
ствием какой-либо специфической вирусной функции, обычно 
использовали ts- (температурочувствительные) мутанты вируса. 
Например, Локарт и сотр. [146], а также Ломници и Берке 
[147] использовали /5-мутанты вируса Синдбис и вируса леса 
Семлики соответственно. Мутанты вируса Синдбис не вызыва¬ 
ли образования интерферона независимо от того, были ли они 
РНК+ или РНК-. Мутанты вируса леса Семлики вели себя 
иначе. При низкой множественности РНК“-мутанты не индуци¬ 
ровали интерферон при непермиссивной температуре, в то вре¬ 
мя как РНК + -мутанты индуцировали интерферон в количест¬ 
вах, варьирующих от 5 до 75% от максимума, но количество 
синтезированного интерферона не коррелировало с уровнем 
синтеза РНК. При высокой множественности некоторые РНК - - 
мутанты продуцировали небольшое количество (до 15%) интер¬ 
ферона в отсутствие заметного синтеза РНК. Лаи и Йоклик 
[137] исследовали индукцию интерферона температурочувстви¬ 
тельными мутантами реовируса. Используя мутанты, принад¬ 
лежащие к шести рекомбинационным группам, они обнаружи¬ 
ли, что все мутанты при пермиссивной температуре индуциро¬ 
вали примерно такое же количество интерферона, как и вирус 
дикого типа, но лишь от 1 до 17%—при непермиссивной. Му¬ 
танты с нарушением поздних этапов морфогенеза индуцировали 
не больше интерферона, чем мутанты с нарушением ранних эта¬ 
пов. Авторы сделали вывод, что индукция интерферона, вызы¬ 
ваемая размножением реовируса, запускается каким-то собы¬ 
тием, зависящим от образования зрелого потомства вирусных 
частиц. Вирус ньюкаслской болезни индуцирует интерферон 
только в том случае, если разрешена транскрипция РНК [129]. 
Требуется транскрипция всего 5% вирусного генома, причем 
неясно, нужна ли транскрипция определенного участка вирус¬ 
ного генома. И наконец, Джекобсен и сотр. [112] обнаружили, 
что вирулентные варианты вируса лимфоцитарного хориоме- 
нингита индуцируют образование интерферона, в то время как 
невирулентные не индуцируют. Молекулярную основу индукции 
синтеза интерферона вирусами еще предстоит открыть. 
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Двухцепочечная РНК 

Ко второму типу индукторов интерферона относится двух¬ 
цепочечная РНК. Лэмпсон и сотр. [139] обнаружили, что двух¬ 
цепочечная РНК из разнообразных источников служит сильным 
индуктором интерферона как in vivo, так и in vitro. Индуктора¬ 
ми интерферона оказались все природные двухцепочечные РНК, 
в том числе РНК реовирусов, вирусоподобных частиц грибов, 
репликативные формы РНК вирусов, содержащих одноцепочеч¬ 
ную РНК (как вирусов позвоночных, так и бактериофагов), а 
также синтетические двухцепочечные полирибонуклеотиды, та¬ 
кие как poly (ІС). Ни одноцепочечная РНК или ДНК, ни двух¬ 
цепочечная ДНК, ни гибриды РНК—ДНК не способны служить 
индукторами интерферона. В качестве индукторов интерферона 
испытывали самые разные синтетические полирибонуклеотиды. 
Активные индукторы интерферона имеют следующие свойства: 
они обладают стабильной вторичной структурой, что видно по 
высокой устойчивости к нагреванию [poly (ІС) , например, — 
лучший индуктор, чем poly (AU)]; они относительно устойчивы 
к рибонуклеазам и имеют высокую молекулярную массу, при¬ 
чем наименьшая молекулярная масса активного индуктора 
соответствует длине в 100 остатков [62]. Устойчивость к рибо- 
нуклеазе коррелирует с увеличением способности индуцировать 
интерферон; например, устойчивое к рибонуклеазе тиофосфат- 
ное производное poly (AU) намного эффективнее в качестве 
индуктора интерферона, чем poly (AU), а активность poly (ІС) 
значительно увеличивается при комплексировании с поликатио¬ 
нами, такими как ДЭАЭ-декстран, метилированный альбумин, 
протамин, полилизин или гистон [138]. Однако необходимо от¬ 
метить, что конкретный признак двухцепочечного состояния 
РНК, ответственный за продукцию интерферона, пока неизвес¬ 
тен. 


Инактивированные вирусы 

К третьему основному классу индукторов интерферона отно¬ 
сятся вирусы, не способные реплицироваться, такие, например, 
как вирусы в непермиссивных клетках или инактивированные 
вирусы. Примерами первых являются вирус ньюкаслской болез¬ 
ни в клетках L [57J, реовирус у рыб [172] или в куриных клет¬ 
ках [281] и вирус синего языка овец у мышей [114]. Примерами 
вторых служат вирусы, убитые УФ-облучением, такие как вирус 
ньюкаслской болезни [280], вирус колорадской клещевой лихо¬ 
радки [61], реовирус [137] и инактивированный нагреванием ви¬ 
рус гриппа, который был индуктором интерферона в первых 
опытах Айзекса и Линденмана [ПО]. При этом дело осложня- 
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ется, так же как и в случае других индукторов, огромной ва¬ 
риабельностью ответа, зависящего и от природы клеток, и от 
индуктора. Так, необлученный вирус ньюкаслской болезни ин¬ 
дуцирует интерферон в мышиных, но не в куриных клетках, а 
облученный ультрафиолетом индуцирует интерферон в куриных, 
но не в мышиных клетках L. Вместе с тем облученный ультра¬ 
фиолетом реовирус индуцирует интерферон в мышиных, но не 
в куриных клетках, тогда как инфекционный реовирус, неспо¬ 
собный реплицироваться в куриных клетках, индуцирует в них 
интерферон. Скорее всего эти различия отражают тот факт, что 
экспрессия интерфероновых генов, так же как и других эука¬ 
риотических генов, не определяется принципом «все или ниче¬ 
го»; по-видимому, она подчиняется более сложным многокомпо¬ 
нентным механизмам, которые обладают обратной связью на 
нескольких уровнях (см. ниже). 

Причина, по которой вирусы в непермиссивных клетках или 
инактивированные вирусы могут индуцировать интерферон, 
вероятно, заключается в том, что они содержат двухцепочеч¬ 
ную РНК, способную из них высвобождаться. По-видимому, 
именно поэтому в клетках грызунов инактивированный ультра¬ 
фиолетом реовирус в 200 раз более эффективен как индуктор, 
чем неинактивированный, поскольку первый распадается в за¬ 
раженной клетке с освобождением двухцепочечной РНК [96], 
тогда как во втором двухцепочечная РНК всегда находится в 
составе вирусных частиц, а не в свободном состоянии [79]. 
Кинетика индукции интерферона инфекционным реовирусом 
сходна с его индукцией другими вирусами: при 37 °С синтез 
интерферона достигает максимума между 12 и 16 ч после зара¬ 
жения. В отличие от этого облученный ультрафиолетом реови¬ 
рус индуцирует максимальную продукцию интерферона через 
2—4 ч после заражения. Индукцию интерферона облученными 
ультрафиолетом или инактивированными прогреванием миксо¬ 
вирусами и парамиксовирусами объясняют следующим образом. 
Известно, что нормальные миксовирусы и парамиксовирусы со¬ 
держат негативную РНК, но, по-видимому, некоторые вирусные 
частицы, количество которых не превышает 1—2%, содержат 
позитивную РНК, способную при высокой множественности за¬ 
ражения (которая используется при синтезе интерферона) 
гибридизоваться с негативной РНК. Образующаяся при этом в 
небольших количествах двухцепочечная РНК и действует как 
индуктор интерферона. 

Представление о том, что индуктором интерферона при всех 
вирусных инфекциях (будь то инфекционный вирус в пермис- 
сивных или непермиссивных системах или инактивированный 
или дефектный вирус) является двухцепочечная РНК, уже дав¬ 
но развивалось Маркусом и сотр. в серии исследований на мо- 
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дели вируса Синдбис [77], реовируса [271] и VSV [149]. В част¬ 
ности, они обнаружили, что дефектные интерферирующие (ДИ) 
частицы VSV, которые имеют частично делетированный геном, 
состоящий из фрагмента вирусной РНК, содержащего участки 
обеих полярностей (негативные и позитивные), и, следователь¬ 
но, потенциально способный образовать структуры типа «ручки 
сковороды» с высоким содержанием двухцепочечных участков, 
являются хорошими индукторами интерферона [148, 218]. 

Неясно, связана ли в действительности эта способность к час¬ 
тичному самоотжигу с индукцией интерферона, поскольку спо¬ 
собность разных ДИ-частиц индуцировать интерферон не кор¬ 
релирует с их потенциальным содержанием двухцепочечных 
участков [72]. 

Недавно был выявлен новый аспект индукции интерферона 
вирусами или их компонентами. Было обнаружено, что некото¬ 
рые структурные вирусные белки, а именно белок фибрилл аде¬ 
новируса [240] и гликопротеин HN вируса Сендай [111] обла¬ 
дают митогенной активностью для В-лимфоцитов и индуциру¬ 
ют образование интерферона в клетках селезенки. Значение 
этого наблюдения для феномена индукции интерферона в ходе 
вирусной инфекции еще предстоит выяснить. 


Другие индукторы интерферона 

Существуют и другие индукторы интерферона; большинство 
из них вызывает образование небольшого количества интерфе¬ 
рона по непонятным причинам. Среди них бактериальные эндо¬ 
токсины из Brucella abortus и Listeria monocytogenes , возбуди¬ 
тели трахомы — конъюнктивита с включениями, микоплазмы, 
простейшие, риккетсии, такие синтетические полимеры, как со¬ 
полимеры пирана, полимеры полиакриловой кислоты, малеино¬ 
вая кислота — винилпирролидин, поливинилсульфат, такие по¬ 
лисахариды, как маннаны, декстрансульфат, сульфатированный 
полисахарид из морских водорослей и фосфоманнан [150]. Кро¬ 
ме того, существуют низкомолекулярные соединения, такие как 
тилерон, которые индуцируют интерферон у одних видов (мы¬ 
шей), но не у других (человека) [122]. Большая часть этих со¬ 
единений является полианионами [150]. 


Метаболические активаторы (ингибиторы) 

Еще одну важную группу индукторов интерферона составля¬ 
ют метаболические активаторы и ингибиторы. В первую под¬ 
группу этих индукторов входят вещества, вызывающие образо¬ 
вание у-ИФН, а именно митогены для нестимулированных лим¬ 
фоцитов и специфические антигены для иммунизированных 
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лимфоцитов [190]. В другую подгруппу метаболических актива¬ 
торов, способных индуцировать любые интерфероны в разных 
клетках, входят промоторы опухолевого роста, в частности 
форболтетрадеканоацетат; сюда же относятся бутират, бром- 
дезоксиуридин, дексаметазон и диметилсульфоксид [5, 6]. Все 
эти соединения стимулируют продукцию интерферона (до 50- 
кратной) в гемопоэтических клетках человека, клетках лимфо¬ 
мы, лейкоцитах [273], лимфобластоидных клетках (таких как 
клетки Намальва), фибробластах и др. Ретиноевая кислота 
подавляет образование а-ИФН человеческими лейкоцитами 
периферической крови в ответ на стимуляцию лектиновыми ми- 
тогенами, вирусами, синтетическими полирибонуклеотидами и 
т. д. Эти наблюдения имеют значение для использования рети- 
ноидов при лечении новообразований у человека [1, 5, 6]. 

Метаболические ингибиторы, в частности вещества, подавляю¬ 
щие образование мРНК или синтез белка, тоже способны инду¬ 
цировать образование интерферона. Хорошо известен пример, 
когда при использовании таких веществ наблюдают «суперин¬ 
дукцию»—резкое увеличение количества интерферона, индуци¬ 
руемого poly(IC). Механизм этого явления, наблюдаемого в 
человеческих клетках, но не в клетках грызунов, состоит в 
следующем [256]. Когда после одновременной обработки клеток 
poly (ІС) и ингибитором синтеза белка циклогексимидом через 
5 ч добавляют актиномицин D, а еще через 1 ч снимают блок 
синтеза белка, наблюдают в 50 раз более сильное образование 
интерферона, чем в отсутствие циклогексимида. В основе этого 
явления лежит существование лабильного регулятора экспрес¬ 
сии интерфероновых генов. Полагают, что в течение первых 
5 ч накапливаются мРНК, кодирующие как интерферон, так и 
регулятор. Добавление актиномицина D приводит к тому, что 
обе мРНК истощаются, причем мРНК регулятора истощается 
быстрее, чем мРНК интерферона. 'После снятия блока синтеза 
белка образуется только интерферон при резко сниженной кон¬ 
центрации регулятора. Предпринимались попытки (в частности, 
Сегалом и сотр.) получить доказательства такого объяснения 
путем измерения количеств мРНК для интерферона в разные 
сроки в ходе этого опыта. Полученные результаты не противо¬ 
речили этим представлениям, но, правда, и не доказали их 
правильность [212, 214, 215]. Значение этой модели состоит в 
том, что в ней предполагается подавление экспрессии гена ин¬ 
терферона репрессорами, действующими, вероятно, на пред¬ 
шествующие гену интерферона нуклеотидные последовательно¬ 
сти. Поскольку эти последовательности для генов а-ИФН, 
р-ИФН и у-ИФН [211] различны, неудивительно, что разные 
индукторы вызывают синтез разных видов интерферона. Мож¬ 
но привести два примера. Лимфобластоидные клетки обычно 


Интерфероны 53 


продуцируют спонтанно а-ИФН или у-ИФН, но при индукции 
продуцируют также и р-ИФН [6, 7, 157, 273], а фибробласты 
человека продуцируют а-ИФН и р-ИФН в ответ на вирусную 
инфекцию, но только р-ИФН в ответ на poly (ІС) [177]. 

Наконец, значительный интерес представляет вопрос, про¬ 
исходит ли при индукции интерферона синтез других белков, 
например при действии poly (ІС) на человеческие фибробласты. 
Для того чтобы ответить на этот вопрос, мРНК, выделенную из 
индуцированных клеток, транслировали в бесклеточной белок- 
синтезирующей системе [187]. В подобных опытах было обнару¬ 
жено, что синтезируется не только p -интерферон, но и 23 дру¬ 
гих белка, которые при использовании мРНК из неиндуциро- 
ванных клеток не синтезируются. Таким образом, механизмами, 
чувствительными к poly (ІС), регулируется экспрессия не толь¬ 
ко генов интерферона, но и других генов. То же самое, вероят¬ 
но, справедливо и в случае вирусной инфекции. При заражении 
литическими вирусами подавляется белковый синтез. Весьма 
вероятно, что синтез одних белков более чувствителен к подав¬ 
лению, чем синтез других, и если среди чувствительных белков 
имеются репрессоры, то будет происходить дерепрессия. Дере¬ 
прессия возможна также в том случае, когда период полужиз¬ 
ни репрессора короче, чем период полужизни белков, синтез 
которых они контролируют, причем есть данные, подтверждаю¬ 
щие это положение. 

Праймирование 

Праймирование — это очень интересный феномен, связан¬ 
ный с продукцией интерферона [109]. Суть его можно сформу¬ 
лировать следующим образом: клетки, обработанные низкими 
дозами интерферона (0,5 ед. интерферона на 1 мл), образуют 
больше интерферона, чем не обработанные. Праймированные 
клетки синтезируют интерфероновые мРНК в ответ на обработ¬ 
ку poly (ІС) раньше, чем непраймированные, и часто в боль¬ 
ших количествах [4, 76]. Однако при блокировании синтеза бел¬ 
ка синтез мРНК происходит обычным образом. В праймиро- 
ванных клетках стабильность интерфероновой мРНК не увели¬ 
чивается, но, по-видимому, она более эффективно транслиру¬ 
ется. Праймирование широко используют для увеличения выхо¬ 
да при крупномасштабном производстве а-ИФН и р-ИФН [91, 
245]. 

Интерфероновые мРНК 

Пятнадцать лет назад интерфероновые мРНК были изуче¬ 
ны лучше, чем сами интерфероны или их гены. В настоящее 
время интерфероновые гены клонированы и секвенированы, а 
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многие интерфероны полностью очищены (см. ниже). Размер 
молекул интерфероновой мРНК легко определяют электрофо¬ 
резом в полиакриламидном геле, а ее количество измеряют 
путем трансляции либо в ооцитах Xetiopus, либо в бесклеточ¬ 
ной белоксинтезирующей системе [177, 265]. Интересно, что при 
добавлении микросом поджелудочной железы собаки к обрабо¬ 
танному микрококковой нуклеазой лизату ретикулоцитов кро¬ 
лика выход |3-интерферона при трансляции его мРНК увеличи¬ 
вается в 50 раз [142]. Как полагают, это связано с более эффек¬ 
тивным отщеплением сигнального пептида (см. выше). 

Количественные определения интерфероновой мРНК прово¬ 
дили с целью исследования механизма индукции интерферона 
и кинетики его синтеза [63, 188]. Например, когда кинетику 
транскрипции и деградации мРНК р-ИФН в фибробластах ана¬ 
лизировали путем трансляции в ооцитах Xetiopus и гибридиза¬ 
ции с клонированной кДНК, обнаружили, что мРНК исчезала 
через 4 ч после появления. Выяснили также, что деградация 
требует непрерывного синтеза белка, что на ранних стадиях 
мРНК имеет длину 1100 нуклеотидов и что впоследствии ее 
размер постепенно уменьшается [188]. 

Интересно отметить, что существует несколько видов мРНК 
человека, кодирующих р-ИФН. Поскольку геном человека со¬ 
держит ограниченное число генов р-ИФН, значение этой множе¬ 
ственности видов мРНК неясно [211, 265]. 


Очистка 

Многие интерфероны были в последнее время успешно очи¬ 
щены. Наиболее эффективные этапы очистки включают хро¬ 
матографию на голубой сефарозе и веществах, хелатирующих 
Си и Zn [21, 127], адсорбционную хроматографию на пористом 
стекле [116, 267, 279] и иммуноаффинную хроматографию с ис¬ 
пользованием как поликлональных, так и моноклональных ан¬ 
тител [30, 170]. Процедуры очистки с использованием высоко¬ 
эффективной жидкостной хроматографии и электрофореза в 
полиакриламидном геле с ДСН позволяют одновременно полу¬ 
чать интерфероны разных классов [99]. 

Удельная активность большинства чистых интерферонов со¬ 
ставляет ~5- ІО 8 международных ед. на 1 мг. В оптимальных 
условиях выход может достигать 20—40%, а фактор очистки 
350 000. 

Недавно один из интерферонов (рекомбинантный а-ИФН) 
был закристаллизован [153]. В настоящее время проводят ис¬ 
следования его третичной структуры. 
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Антитела против интерферонов 

Современную технологию получения антител против интер¬ 
ферона применяют в двух вариантах. Во-первых, во многих 
лабораториях получены моноклональные антитела против раз¬ 
личных интерферонов [100, 158, 210, 226], которые используют 
в очистке и анализе интерферонов, а также для характеристики 
индивидуальных видов интерферонов [108]. Во-вторых, с помо¬ 
щью химически синтезированных интерфероновых пептидов по¬ 
лучены сыворотки против интерферонов. Например, химически 
синтезированный пептид р-ИФН (остатки 1-13) [219], конъю¬ 
гированный с бычьим сывороточным альбумином, использовали 
для получения специфической антисыворотки против р-ИФН, 
что позволило разработать очень чувствительный радиоимму¬ 
ноанализ (см. также [165]). 

Различные биологические эффекты интерферонов 

Для интерферонов характерны многочисленные и разнооб¬ 
разные биологические эффекты. Среди них антивирусная актив¬ 
ность и способность подавлять размножение клеток, в том чис¬ 
ле опухолевых, иммуномодуляция, подавление некоторых кле¬ 
точных синтезов и усиление других, изменение клеточных мем¬ 
бран, увеличение токсичности и др. [255]. Многие из этих актив¬ 
ностей впервые наблюдали на неочищенных препаратах раз¬ 
личных интерферонов; лишь некоторые из них были заново 
исследованы с чистыми индивидуальными препаратами интер¬ 
ферона. Тем не менее большая часть из перечисленных дей¬ 
ствий, вероятно, обусловлена собственно интерфероном. Слож¬ 
ность состоит в том, что ранее, да и теперь, эффекты интер¬ 
ферона в различных лабораториях исследуют в разных 
условиях, так что их сравнение затруднительно. Ниже мы со¬ 
средоточим внимание на подробно изученных эффектах или на 
эффектах, заслуживающих детального исследования в буду¬ 
щем. 

Интерфероновые рецепторы 

Действие интерферонов, как и гормонов, осуществляется на 
плазматической мембране клетки при их соединении с особыми 
рецепторами [73, 130, 131]. В двух ключевых опытах было чет¬ 
ко показано, что интерферон не обладает биологической актив¬ 
ностью внутри клетки, в которой он образуется. Прежде всего 
он должен быть секретирован, а затем вновь адсорбирован 
клетками [252] (поэтому при микроинъекции интерферон не 
способен индуцировать антивирусное состояние [106]). В этих 
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опытах было также доказано, что интерферон, прикрепленный 
к поддерживающей поверхности, например к шарикам сефаро- 
зы, обладает биологической активностью. Сначала, вероятно, 
интерферон неспецифически связывается с ганглиозидами [20, 
22, 134] аналогично гликопротеиновым гормонам или холерному 
токсину. Затем он, по-видимому, переносится на специфический 
рецептор, природа которого в случае у-ИФН неясна. В случае 
а-ИФН и (3-ИФН рецептор представляет собой гликопротеин, 
который у человека кодируется геном, расположенным в хро¬ 
мосоме 21 [31, 65, 120]. О связи между геном рецептора и хро¬ 
мосомой 21 свидетельствует тот факт, что клетки с трисомией 
по хромосоме 21 связывают больше, а с моносомией — меньше 
интерферона, чем диплоидные клетки [32, 272]. Этот гликопро¬ 
теин, к которому интерферон может быть ковалентно пришит, 
образует некооперативные участки связывания, которые распо¬ 
ложены в основном в покрытых клатрином зонах и углублениях 
[134, 135]. Комплексы интерферона с рецептором подвергаются 
диффузии и агрегации на поверхности клетки, а затем эндоци- 
тозу, который происходит через 1—2 ч [9, 10]. Вероятно, в ре¬ 
зультате попадания комплексов внутрь клетки в ядре запуска¬ 
ются какие-то процессы, которые ведут к установлению анти¬ 
вирусного состояния и определяют разнообразные действия на 
метаболизм. Интерферон, попавший внутрь клетки, быстро раз¬ 
рушается [12]. Интерферон, оказавшийся в клетке в свобод¬ 
ном состоянии (без рецептора), не обладает специфической 
функциональной активностью. 

Антивирусная активность интерферонов 

Интерферон был открыт вирусологами, искавшими фактор, 
ответственный за придание клеткам устойчивости к вирусам. 
И хотя впоследствии было обнаружено, что интерферон об¬ 
ладает способностью регулировать активность и функции 
клеток, это не ослабило значения его антивирусной активности. 
Затем неоднократно было показано, что у животных, которым 
была введена антисыворотка против интерферона, вирусная ин¬ 
фекция протекает гораздо тяжелее, чем у животных, которым 
сыворотка не вводилась. Таким образом, почти нет сомнений 
в том, что интерферон составляет первую линию обороны про¬ 
тив вируса, действующую еще до того, как иммунные механизмы 
оказываются полностью мобилизованными. 

В этой связи очень интересен и важен вопрос о том, защи¬ 
щает ли интерферон клетку от действия вирусной инфекции, 
или он просто делает эту инфекцию абортивной (см. ниже). 
Очевидно, исход зависит от конкретной системы. В случае L -кле- 
ток, зараженных вирусом осповакцины, синтез белков хозяйской 
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клетки подавляется быстрее в клетках, обработанных интерфе¬ 
роном, чем в необработанных; в них происходят выраженные 
цитотоксические изменения, и они погибают (см. ниже) [119]. 
Однако в других системах картина может быть иной. Во многих 
системах клетки, обработанные интерфероном, защищены от ви¬ 
русной инфекции, так что они выживают гораздо чаще, чем не¬ 
обработанные [217]. Защита зависит от концентрации интерфе¬ 
рона и множественности заражения: большие дозы интерферона 
защищают при низкой множественности заражения, но при вы¬ 
сокой множественности защитное действие интерферона прео¬ 
долевается [160]. В нормальных условиях в организме интерфе¬ 
рон, без всякого сомнения, защищает многие клетки от цитопа- 
тического действия вирусной инфекции (т. е. «сохраняет» их), 
но не ликвидирует полностью вирусную инфекцию. Таким об¬ 
разом, интерферон может играть свою роль в установлении и 
поддержании персистентной вирусной инфекции. Другими фак¬ 
торами, влияющими на эти процессы, являются присутствие 
антител в низких концентрациях, наличие дефектных интерфе¬ 
рирующих (ДИ) частиц и появление штаммов вируса со снижен¬ 
ной вирулентностью. 

Огромные усилия были затрачены на выяснение механизмов, 
с помощью которых интерфероны подавляют размножение виру¬ 
сов. Было показано, что интерфероны не прямо влияют на этот 
процесс, а индуцируют синтез клеточных белков, которые явля¬ 
ются действительными эффекторами антивирусного состояния; 
именно поэтому интерфероны не проявляют антивирусную актив¬ 
ность, если подавлен синтез мРНК или синтез белков. Антиви¬ 
русное состояние обычно сохраняется несколько дней и затем 
пропадает. Через несколько дней антивирусное состояние может 
быть вновь индуцировано. 

Ясно, что при индуцированном интерфероном подавлении 
размножения вируса нарушается способность вирионных или 
ранних вирус-специфических мРНК транслироваться. В резуль¬ 
тате не синтезируются вирус-специфические белки, не образуют¬ 
ся новые вирусные геномы и инфекция прерывается. Первые 
указания на то, что именно эти события лежат в основе анти¬ 
вирусного действия интерферона, были получены в опытах 
Йоклика и Меригана [119] с L -клетками, зараженными вирусом 
осповакцины. Когда эти клетки обрабатывали интерфероном, 
наблюдалось быстрое и практически полное разрушение полисом 
и параллельное подавление белкового синтеза. В необработан¬ 
ных клетках заражение вирусом осповакцины также приводит 
к диссоциации полисом хозяйской клетки, но после этого вирус¬ 
ные мРНК связываются с освобождающимися рибосомами с об¬ 
разованием вирус-специфических полисом, синтезирующих ви¬ 
русные белки. В клетках, обработанных интерфероном, этого не 
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происходит. Хотя мРНК вируса осповакцины образуются в таких 
клетках с нормальной или даже повышенной скоростью, эти 
мРНК не связываются с рибосомами и вирус-специфические по¬ 
лисомы не образуются. В результате вирусные белки не синте¬ 
зируются и размножение вируса прекращается или подавляется. 

Такая картина подавления характерна и для других виру¬ 
сов, в том числе пикорнавирусов, тогавирусов, рабдовирусов, 
миксовирусов, парамиксовирусов, герпесвирусов и паповавиру- 
сов. В некоторых системах трудно определить, что подавляется 
в большей степени — транскрипция или трансляция. В случае 
вируса осповакцины ответ ясен — это трансляция [119]; такой 
же результат был получен с реовирусом [268]. В других системах 
вирус — клетка, в частности в клетках, зараженных VSV или 
SV40, сначала казалось, что подавляется скорее транскрипция, 
чем трансляция. Однако, когда определяли только первичную 
транскрипцию в отсутствие синтеза вирусных белков и не ис¬ 
пользовали метаболические ингибиторы, которые вызывают ар- 
тефактные эффекты, было обнаружено, что в клетках, заражен¬ 
ных VSV, первичным действием обработки интерфероном так¬ 
же является подавление трансляции мРНК, транскрибированной 
с родительского генома [192]. Если клетки заражали ДНК SV40, 
а не самим вирусом, то трансляция ранних вирусных мРНК по¬ 
давлялась намного сильнее, чем транскрипция [276]; если интер¬ 
ферон добавляли к клеткам на поздних стадиях литического 
цикла SV40, то скорость транскрипции мРНК не снижалась, а 
трансляция мРНК подавлялась [274]. Эти .результаты привели 
к предположению, что интерферон подавляет связывание, про¬ 
никновение и раздевание SV40. Недавно получено доказатель¬ 
ство, что интерферон действительно ингибирует связывание и 
проникновение вируса [266]. При этом обнаружено, что предва¬ 
рительная обработка L -клеток интерфероном подавляет проник¬ 
новение VSV, не нарушая адсорбции. 

За исследованиями in vivo вскоре последовали попытки 
воспроизвести индуцированное интерфероном подавление транс¬ 
ляции вирусных мРНК in vitro. Основной схемой этих опытов 
было получение бесклеточных белоксинтезирующих систем из 
необработанных и обработанных интерфероном клеток и иссле¬ 
дование их способности транслировать различные клеточные и 
вирусные мРНК. Самуэль и Йоклик [206] использовали клетки 
Кребс II, обработанные в форме асцита интерфероном, и обна¬ 
ружили, что в то время как в экстрактах из необработанных и 
обработанных интерфероном клеток синтетические мРНК [на¬ 
пример, poly(U)] и клеточные мРНК транслировались одинаково 
хорошо, в экстрактах из обработанных интерфероном клеток 
вирусные мРНК (например, мРНК реовируса или вируса оспо¬ 
вакцины) транслировались значительно хуже. В опытах по сме- 
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шиванию экстрактов удалось показать, что это обусловлено 
присутствием ингибитора, а не недостатком какого-то необходи¬ 
мого фактора. Ингибитор не обладает видоспецифичностью, свя¬ 
зан с рибосомами и может быть отделен от них промыванием 
КС1 [205]. 

В других системах избирательность трансляции оказалась 
выраженной в незначительной степени. Экстракты из клеток, 
обработанных интерфероном, были не способны транслировать 
не только вирусные, но и клеточные мРНК. Даже в заражен¬ 
ных SV40 клетках BSC1, обработанных интерфероном, когда в 
интактных клетках подавляется только синтез вирусного, а не 
клеточного белка, после разрушения клеток избирательность 
утрачивается, и экстракты из обработанных интерфероном кле¬ 
ток не транслируют ни вирусные, ни клеточные мРНК [193, 194]. 
Молекулярная основа пониженной способности транслировать 
клеточные мРНК неизвестна. 

На этом этапе были сделаны два наблюдения, которые от¬ 
крыли совершенно новые подходы. Одним из них было обна¬ 
ружение Керром и сотр. [124, 125] ингибитора трансляции в экс¬ 
трактах из обработанных интерфероном клеток и его идентифи¬ 
кация как 2,5-oligo (А); другим было выявление фосфорилиро¬ 
вания по крайней мере двух белков только в обработанных 
интерфероном клетках. В обоих случаях интерферон индуциро¬ 
вал синтез ферментов, которые полностью отсутствовали в необ¬ 
работанных клетках. Тот факт, что интерферон индуцирует 
антивирусное состояние только в том случае, если разрешен син¬ 
тез мРНК и белков, конечно, был известен давно; предпринима¬ 
лись попытки идентифицировать эти белки при помощи одно- 
или двумерного электрофореза [88, 201]. Однако, хотя было по¬ 
казано, что после обработки интерфероном образуется несколь¬ 
ко новых полипептидов, ни один из них не удалось идентифици¬ 
ровать. Таким образом, под действием интерферона возникают 
две новые ферментативные активности. 


Система 2,5-oligo (А) 

В 1974 г. Керр и сотр. [125] обнаружили, что при заражении 
вирусом усиливается вызываемое интерфероном нарушение 
трансляции, и предположили, что за это ответственна двухцепо¬ 
чечная РНК, образующаяся при репликации вируса. Было из¬ 
вестно, что подавление белкового синтеза в ретикулоцитных 
лизатах под действием двухцепочечной РНК происходит из-за 
нарушения инициации, а также то, что двухцепочечная РНК яв¬ 
ляется не только индуктором интерферона, но и активатором 
цитотоксического действия инфекции в обработанных интерфе¬ 
роном клетках. Это подтверждало представление о том, что двух- 
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цепочечная РНК является кофактором в антивирусном дейст¬ 
вии интерферона. 

Керр и сотр. подробно изучили усиление подавляющего дей¬ 
ствия двухцепочечной РНК на трансляцию в цитоплазматических 
экстрактах и в рибосомной системе. В серии очень тонких опы¬ 
тов они сумели выделить низкомолекулярный термостабильный 
ингибитор, который был идентифицирован как семейство олиго¬ 
меров с общей структурой (2'->-5')рррА(рА) п , где п варьирует 
от 1 до примерно 15, причем преобладает гомолог с п = 2 [124, 
198]. Показано, что этот набор олигоаденилатов синтезируется 
ферментом олигоизоаденилатсинтетазой [189, 225, 282], образова¬ 
ние которого индуцируется интерфероном [102, 124, 132, 277] до 
50—100-кратного уровня. Реакция, которую катализирует этот 
фермент в присутствии двухцепочечной РНК, такова: 

(/г+1) АТР—>■ (2'— ^5')pppA(pA) n +ttPPi. 

Равновесие реакции сильно сдвинуто в сторону синтеза. Вслед¬ 
ствие необычной фосфодиэфирной связи между 2'- и 5'-гидро- 
ксилами (2'-> 5')рррА(рА) п , называемый обычно 2,5-oligo (А), 
устойчив к обычным нуклеазам. Однако он разрушается до АТР 
и АМР в экстрактах различных клеток под действием 2 / ->5'-фос- 
фодиэстеразы, расщепляющей фосфодиэфирные связи 2'->5' эф¬ 
фективнее, чем связи 3' ->- 5' [209]. 

2,5-oligo(A) активирует рибонуклеазу (РНКазу) L, которая 
присутствует в латентной форме в цитоплазме клеток млекопи¬ 
тающих [223]. РНКаза L очищена и хорошо охарактеризована. 
Обычно ее уровень не увеличивается при обработке клеток ин¬ 
терфероном, хотя имеются и исключения [113]. Ее мол. масса 
^ 185 000. Она сильно, но обратимо связывает 2,5-oligo(A) и по 
своему действию является 2,5-oligo (А)-связывающим бел¬ 
ком [168]. РНКаза L чаще всего расщепляет РНК после UA, UG 
и UU и намного реже после СА и АС. Единственный расщепляе¬ 
мый ею гомополимер — poly(U) [70]. Что касается структуры 
активаторов, то они должны обязательно содержать 5'-ррр и сво¬ 
бодные ОН-группы на 2 / -конце [59], а замена А на любое из дру¬ 
гих оснований ведет к потере активности. 

Открытие системы 2,5-oligo (А) вызвало большой интерес: 
действительно, обработка интерфероном индуцирует образова¬ 
ние фермента, синтезирующего активатор латентной нуклеазы, 
которая может в свою очередь расщеплять вирусные мРНК и 
таким образом подавлять синтез вирусных белков [33, 143]. Од¬ 
нако пока лишь строят догадки относительно значения этого 
механизма для подавления размножения вирусов. Во-первых, 
неясно, как обеспечивается специфичность и избирательность. 
Нет убедительных доказательств того, что РНКаза L разрушает 
вирусные мРНК быстрее, чем клеточные [167, 189]. Во-вторых, 
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источник двухдепочечной РНК для активации 2,5-oligo (А) -син¬ 
тетазы неизвестен. Часто считают, что реовирусы, содержащие 
двухцепочечную РНК, представляют собой хорошие индукторы 
интерферона. Однако двухцепочечная РНК реовируса никогда 
не присутствует в цитоплазме зараженных частиц в свободном 
виде; она всегда находится внутри вирусной частицы [79]. По¬ 
добно этому, репликативные формы РНК-вирусов с негативным 
геномом также не «голые», а всегда заключены в устойчивые к 
нуклеазам нуклеокапсиды. Что касается клеток, зараженных 
ДНК-содержащими вирусами, то действительно из таких клеток 
(как и из незараженных) можно выделить двухцепочечную РНК; 
тем не менее такая РНК обнаруживается в экстрагированном из 
клеток материале только после инкубации в условиях отжига. 
Скорее всего она представляет собой либо продукт гибридиза¬ 
ции редких транскриптов, образовавшихся в результате проскока 
терминаторов у расположенных рядом генов, транскрибирую¬ 
щихся в противоположных направлениях, либо короткую шпиль¬ 
ку в нормальных транскриптах. Ни в одном из этих случаев нет 
уверенности в том, что такая двухцепочечная конфигурация РНК 
имеется в клетке. Единственными частично двухцепочечными 
структурами, которые находят в зараженных вирусами клетках 
млекопитающих, являются «голые» репликативные промежуточ¬ 
ные формы РНК-содержащих вирусов с позитивным геномом 
(пикорнавирусов, калицивирусов, тогавирусов и коронавирусов). 
Поэтому описанный выше механизм подавления синтеза белков 
применим лишь к этим вирусам [167]. Однако следует отметить, 
что конкретные характеристики двухцепочечного состояния РНК, 
необходимые для активации 2,5-oligo (А)-синтетазы, неизвестны, 
и не исключено, что природным активатором синтеза 2,5-oligo (А) 
окажется не двухцепочечная РНК, а какое-либо другое соеди¬ 
нение. В-третьих, описано множество систем, в которых не на¬ 
блюдается корреляции между установлением антивирусного 
состояния и уровнем 2,5-oligo (А)-синтетазы. Например, в клет¬ 
ках K/Balb очень высокий эндогенный уровень активности син¬ 
тетазы, но они не обладают устойчивостью к вирусной инфекции. 
После обработки интерфероном уровень синтетазы в них не ме- 
няется, однако более чем в 100 раз увеличивается активность 
протеинкиназы [103]. Известно также, что в диплоидных фибро¬ 
бластах человека MRC5 антивирусное состояние развивается в 
отсутствие обнаруживаемого уровня синтетазы [152]. 

Интерфероны разных классов различаются по способности 
индуцировать синтетазу в разных клетках [14, 33, 193, 194, 254]. 
Например, в клетках HeLa р-ИФН не индуцирует фермент, а 
а-ИФН индуцирует. Неудивительно поэтому, что а-ИФН способ¬ 
ствует их переходу в антивирусное состояние, а р-ИФН не спо¬ 
собствует. 
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В серии опытов попытались определить, действительно ли 
вирусная мРНК деградирует быстрее в клетках, обработанных 
интерфероном, по сравнению с контрольными необработанными 
клетками. Полученные до сих пор результаты в основном отри¬ 
цательны. В клетках, обработанных интерфероном и заражен¬ 
ных менговирусом, не обнаружено заметной деградации вирус¬ 
ной мРНК [251], а мРНК для Т-антигена SV40 не менее стабиль¬ 
на в клетках, обработанных интерфероном, по сравнению с не¬ 
обработанными [46]; то же самое справедливо и для мРНК 
вируса осповакцины и реовируса [155]. Однако недавно появи¬ 
лись довольно странные сообщения о том, что в клетках, обрабо¬ 
танных интерфероном, подвергается деградации рибосомная 
РНК [166, 208, 221]. 

Индукция интерферонами протеинкиназы 

Второй механизм, объясняющий антивирусную активность 
интерферона, включает индукцию протеинкиназы, которая фос- 
форилирует несколько белков в зараженной клетке, в частности 
белок, называемый по молекулярной массе белком 67К или 72К, 
и малую (а) субъединицу фактора инициации eIF2 [156, 196]. 
Подобно 2,5-о1і§о(А)-синтетазе, активность этой протеинкиназы 
усиливается в клетках, обработанных интерфероном, в которых 
ее уровень часто увеличивается более чем в 20 раз; ее присут¬ 
ствие может быть также показано в экстрактах клеток, обрабо¬ 
танных интерфероном, в которых она активируется двухцепо¬ 
чечной РНК [142]. Обстоятельства, которые сопутствуют синте¬ 
зу и индукции этого фермента в клетках, обработанных интер¬ 
фероном, и его активации in vivo и in vitro, очень сходны с тако¬ 
выми для 2,5-oligo (А) -синтетазы [33, 87, 155, 166, 171, 198, 
208, 282]. 

Последствия фосфорилирования белка 67К (или 72К) неиз¬ 
вестны, однако эффект фосфорилирования малой субъединицы 
eIF2 очевиден. Информация по этому поводу исходит из другой 
области исследований. Давно известно, что гемин контролирует 
синтез глобина. В отсутствие гемина активируется протеинки- 
наза, которая фосфорилирует и тем самым инактивирует малую 
субъединицу eIF2 [144]. Протеинкиназа, синтез которой активи¬ 
руется интерфероном, очень сходна, а может быть, даже иден¬ 
тична протеинкиназе, которая активируется или дерепрессирует- 
ся в отсутствие гемина [204]. Таким образом в результате 
фосфорилирования малой субъединицы eIF2 инактивируется 
способность этого фактора участвовать в белковом синтезе. Дей¬ 
ствительно, добавление eIF2 к клеточному экстракту снимает 
вызванный интерфероном блок трансляции вирусной мРНК [121]. 

Вопросы, возникающие при подобном объяснении механизма 
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антивирусного действия интерферона, аналогичны тем, которые 
были перечислены в связи с синтетазой; они касаются избира¬ 
тельности, происхождения двухцепочечной РНК и объяснения 
исключений, встречающихся наряду с обычно существующей 
корреляцией антивирусного состояния и индукции протеинкина- 
зы [208]. Например, в клетках человека интерфероны индуци¬ 
руют синтез киназы и появление антивирусного состояния про¬ 
тив VSV, но не против реовируса [207]; в клетках обезьяны они 
индуцируют протеинкиназу и антивирусное состояние против рео¬ 
вируса, но не против SV40 [208]. Далее, в некоторых линиях фиб¬ 
робластов человека а-ИФН и (3-ИФН индуцируют антивирусное 
состояние и синтез 2,5-oligo (А)-синтетазы, но не индуцируют 
протеинкиназу [101]. Эти примеры относятся к исключениям, но 
они показывают, что индукция протеинкиназы не всегда ведет к 
установлению антивирусного состояния. Используя другой под¬ 
ход, Бальони и сотр. [15] изучили требования к структуре двух¬ 
цепочечного полирибонуклеотида для активации синтетазы или 
протеинкиназы и индукции антивирусного состояния. Они обна¬ 
ружили, что хорошие индукторы интерферона активируют оба 
фермента, в то время как плохие не активируют ни одного. Одна¬ 
ко некоторые полинуклеотиды, будучи хорошими индукторами 
интерферона и активаторами киназы, не стимулируют синтетазу; 
другие не индуцируют антивирусное состояние и не активируют 
синтетазу, но активируют киназу; а один полинуклеотид явля¬ 
ется активным индуктором антивирусного состояния, но не ак¬ 
тивирует ни киназу, ни синтетазу. В сходном исследовании, в 
котором сравнивали действие 2 / -0-метилированных производных 
poly(IC), обнаружили, что полностью метилированные производ¬ 
ные не способны активировать ни киназу, ни синтетазу, а ча¬ 
стично метилированные полинуклеотиды стимулируют их специ¬ 
фическим образом, активируя протеинкиназу в условиях, когда 
не активируется синтетаза [154]. 

Суммируя, можно отметить, что хотя при установлении ан¬ 
тивирусного состояния уровни и 2,5-oligo (А)-синтетазы, и про¬ 
теинкиназы часто сильно возрастают, пока нет четкой картины 
происходящих при этом событий. В настоящее время вопрос 
о механизме, участвующем в специфическом подавлении размно¬ 
жения вируса, вызванном обработкой интерфероном, остается 
открытым. 


Другие факторы, которые могут быть вовлечены 
в установление антивирусного состояния 

Исследовалась также возможная роль других факторов в ус¬ 
тановлении антивирусного состояния. Один из них обсуждается 
в течение многих лет, правда, для него не показана определен- 
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ная связь с антивирусным состоянием; мы имеем в виду мети¬ 
лирование. Например, мРНК VSV, синтезирующиеся в обрабо¬ 
танных интерфероном клетках HeLa, обычно копированы, но не 
метилированы и не связываются с полисомами [49]. В этих клет¬ 
ках увеличены концентрации как S -аденозилметионина, так и 
S -аденозилгомоцистеина, причем последнего больше, чем перво¬ 
го; предполагают, что увеличение концентрации S -аденозилго¬ 
моцистеина может быть причиной подавления метилирования, 
а это в свою очередь может предотвращать трансляцию. Есть 
сообщение, что 2,5-oligo(A) ингибирует мРНК-Сі7-метилтрансфе- 
разу, а некоторые из производных этого олигонуклеотида еще 
более активны [80]. 

Наконец, многочисленные исследования показали, что обра¬ 
ботка интерфероном индуцирует изменения в плазматической 
мембране клеток. Доказательства этого утверждения сводятся 
к следующему. Во-первых, предварительная обработка L -клеток 
мышиным интерфероном подавляет проникновение VSV в клет¬ 
ки, не влияя на адсорбцию [266]. Во-вторых, и а-ИФН, и (3-ИФН 
подавляют слияние клеток, вызываемое вирусом Сендай [37, 242] 
и вирусом саркомы мышей Молони [3], вероятно, за счет увели¬ 
чения жесткости мембраны. В-третьих VSV, который в неболь¬ 
ших количествах выходит из клеток, обработанных интерферо¬ 
ном, дефицитен по белку М и гликопротеину поверхностных вы¬ 
ступов G [115]. Это свидетельствует о подавлении сборки виру¬ 
са. В-четвертых, подавление размножения ретровирусов в клет¬ 
ках, обработанных интерфероном, вероятно, обусловлено его 
влиянием на плазматическую мембрану (см. ниже). 


Влияние интерферона на размножение 
опухолеродных вирусов и трансформацию клеток 

Подробно изучено действие интерферона на размножение 
опухолеродных вирусов, на их способность трансформировать 
клетки и на способность интегрированного генома опухолерод¬ 
ных вирусов экспрессироваться в трансформированных клетках. 
Больше всего работ выполнено с ДНК-содержащим опухолерод¬ 
ным вирусом SV40 (см. выше). Когда клетки предварительно 
обрабатывают интерфероном, эффективность их трансформации 
значительно снижается [175, 241]. Причина этого до сих пор не 
ясна. Показано также, что интерферон избирательно влияет на 
экспрессию ранних генов в зависимости от того, интегрирована 
вирусная ДНК или нет; так, трансформированные SV40 клетки 
могут пассироваться в присутствии интерферона на протяжении 
многих генераций без какого-либо изменения синтеза Т-анти- 
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гена (ранняя функция), в то время как в литически зараженных 
клетках интерферон подавляет образование Т-антигена [159, 176]. 
Литический цикл размножения вируса SV40 оказался также при¬ 
мечательным тем, что репликация вирусной РНК и трансляция 
мРНК чувствительны к интерферону даже при внесении его че¬ 
рез несколько часов после заражения [275]. В большинстве дру¬ 
гих систем для того чтобы проявился эффект интерферона, ан¬ 
тивирусное состояние должно установиться до начала зараже¬ 
ния, а добавление интерферона после заражения не оказывает 
заметного влияния на выход вируса. 

Что касается ретровирусов, то несколько групп исследовате¬ 
лей сообщают, что интерферон подавляет трансформацию мы¬ 
шиных клеток такими ретровирусами, как KiSV и RSV [13, 231]. 
По-видимому, интерферон действует до интеграции; он предот¬ 
вращает либо синтез, либо интеграцию провирусной ДНК [13]. 
Недавно обнаружено, что интерферон ингибирует даже транс¬ 
формацию мышиных клеток экзогенными клеточными и вирус¬ 
ными генами [60]. Молекулярные механизмы, лежащие в основе 
этого действия, неизвестны. 

Интерферон подавляет размножение ретровирусов как в экзо¬ 
генно или хронически зараженных клетках, так и в трансфор¬ 
мированных клетках, но механизм этого подавления сильно 
отличается от того, с помощью которого интерферон подавляет 
размножение литических вирусов. В любом случае обработка 
интерфероном значительно снижает число образующихся вирус¬ 
ных частиц, а удельная инфекционность частиц значительно 
меньше, чем у вируса, освобождающегося из необработанных 
клеток [2, 281]. Меньшая удельная инфекционность обычно, хотя 
и не всегда, связана с присутствием дефицитного по фукозе 
гликопротеина с мол. массой 85 000 (gp85), который, по-видимо¬ 
му, представляет собой предшественник нормального главного 
гликопротеина внешней оболочки gp69/71 [23], а также с неболь¬ 
шими и пока необъясненными изменениями в составе вирусных 
частиц. Обычно снижение выхода вирусных частиц происходит 
параллельно с увеличением числа вирусных частиц, остающихся 
связанными с клеточной мембраной на каких-то промежуточных 
стадиях процесса почкования. В данном случае синтезируется 
нормальное количество вирусной РНК и белков [35, 195], одна¬ 
ко в некоторых системах наблюдается неправильное расщепле¬ 
ние новосинтезированной полипептидной цепи, например в куль¬ 
туре фибробластов утки, зараженных вирусом птичьей сарко¬ 
мы В77. В этой культуре при осаждении моноспецифическими 
антисыворотками обнаруживается более чем 5-кратное увеличе¬ 
ние количества нового белка, который осаждается антисыворот¬ 
кой против обратной транскриптазы, и очень значительное сни¬ 
жение количества комплекса Pr76-gp85, являющегося промежу- 
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точным продуктом морфогенеза ретровирусов [281]. Таким об¬ 
разом, интерферон подавляет размножение ретровирусов, инги¬ 
бируя довольно поздние стадии морфогенеза, предположитель¬ 
но оказывая действие на плазматическую мембрану клетки [162]. 
В этой связи заслуживает упоминания тот факт, что быстрое 
образование синцитиев, индуцированное вирусом саркомы мы¬ 
шей Молони, значительно подавляется интерфероном. 

Как было обнаружено во многих работах, индуцированное 
интерфероном подавление размножения ретровирусов не всегда 
коррелирует с индукцией антивирусного состояния против лити¬ 
ческих вирусов [11]. Например, обработка хронически заражен¬ 
ных вирусом RD-114 клеток а-ИФН или (3-ИФН приводит к по¬ 
давлению размножения ретровируса, но репликация VSV или 
вируса ЕМС устойчива к интерферону в этих клетках [97], что 
коррелирует с отсутствием образования киназы и синтетазы [244]. 
Исследовано влияние интерферона на образование вируса лей¬ 
коза мышей Молони в двух клонах клеток мышей Swiss. Образо¬ 
вание этого вируса подавлялось в одинаковой степени, хотя 
один клон был значительно чувствительнее к интерферону, чем 
другой, когда индукцию антивирусного состояния измеряли по 
степени подавления репликации вируса ЕМС [45]. Судя по 
подавлению размножения вируса MoLV, клетки NIH/3T3 очень 
чувствительны к интерферону, но, судя по подавлению реплика¬ 
ции вируса ЕМС, они устойчивы к нему. В отличие от этого в 
клетках А204 как репликация ретровируса М7 и вызываемое им 
слияние клеток, так и размножение вируса ЕМС и VSV очень 
чувствительны к интерферону [244]. 


Антипролиферативная активность интерферонов 

Помимо антивирусной активности для интерферонов харак¬ 
терны также эффекты, отражающие их влияние на разнообраз¬ 
ные клеточные функции [18] (табл. 15.2). Эти эффекты могут 
быть разделены на две группы. Первая включает подавление 
роста как нормальных, так и опухолевых клеток и влияние на 
дифференцировку, в том числе усиление и подавление синтеза 
определенных белков. Вторая группа включает влияние на им¬ 
мунную систему: усиление активности природных киллеров у 
лимфоцитов человека, усиление антителозависимой клеточной 
цитотоксичности, ингибирование антиген- и митоген-индуциро- 
ванного подавления миграции лейкоцитов и усиление экспрес¬ 
сии антигенов гистосовместимости и p -микроглобулина. Эти 
влияния исследовали во многих системах, но подробно было 
изучено лишь небольшое число систем. 
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Таблица 15.2. Влияние интерферонов на функции клеток 


Действие 

Необходимая 

доза 

(РИОбо/мл) 

Примечание 

Подавление клеточного 
роста 

0,2-1000 

Большая часть клеток чувствительна, 
но их чувствительность сильно 
варьирует. Клетки опухолей не¬ 
сколько более чувствительны по 
сравнению с нормальными. Мо¬ 
лекулярная основа неизвестна 

Усиление дифференци¬ 

ровки 

1 — 1000 

Лучше всего наблюдается в эффек- 
торных клетках иммунной систе¬ 
мы 

Подавление дифференци¬ 
ровки 

100-1000 

Наблюдается, если для экспрессии 
дифференцировки необходимы ин¬ 
дукция РНК или синтез белка 

Действие на иммунную 
систему 

10-1000 

а) Подавление пролиферативных ре¬ 
акций типа первичного или вто¬ 
ричного иммунного ответа, мито- 
ген- или антиген-индуцированно- 
го бластогенеза, гиперчувстви¬ 
тельности замедленного типа 

б) Усиление ответа дифференциро¬ 

ванных клеток, например актива¬ 
ции природных киллеров, Т-кле- 
точной цитотоксичности, фагоци¬ 
тоза и цитотоксичности макрофа¬ 
гов, IgE -стимулированного вы¬ 
броса гистамина 

Усиленная экспрессия ан¬ 
тигенов гистосовме¬ 
стимости (HLA-A, -В 
и -С) и (3-микрогло- 
булина 

1 — 1000 

Может приводить к повышенной чув¬ 
ствительности зараженных и опу¬ 
холевых клеток к поражению эф¬ 
фекторными клетками, которые 
используют при этом антиген для 
распознавания. Этот эффект на¬ 
много сильнее проявляется у у- 
ИФН по сравнению с а-ИФН и 
р-ИФН 


Ингибирующее действие интерферонов 
на размножение клеток 

Ингибирующее действие интерферона на размножение кле¬ 
ток известно с того момента, когда Грессер и сотр. [86] обнару¬ 
жили, что интерферон подавляет размножение асцитных опухо¬ 
левых клеток в брюшной полости мышей, а Стюарт и сотр. [228] 
показали, что это свойство присуще самому интерферону, а не 
примесям в неочищенном препарате. 

Молекулярная основа влияния интерферона на размножение 
клеток остается загадочной. Ниже мы вкратце обсудим основ- 
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ные эффекты, которые обнаружены в последние 10 лет. Хотя 
сделано много интересных наблюдений, ясно, что эта область 
находится в зачаточном состоянии. В настоящее время необхо¬ 
димы систематические исследования с ограниченным числом 
хорошо охарактеризованных клеточных линий и с использова¬ 
нием точно определенных концентраций индивидуальных препа¬ 
ратов а-ИФН, р-ИФН и у-ИФН. 


Подавление размножения клеток 

Интерферон в концентрациях от 10 до 1000 ед. в 1 мл подав¬ 
ляет размножение самых разных клеток. И хотя такой диапазон 
концентраций, при которых интерферон оказывает заметное дей¬ 
ствие, частично связан с тем, что исследования были проведены 
в различных лабораториях, тем не менее ясно, что одни клетки 
более чувствительны к подавляющему действию интерферона, 
а другие менее. Интерфероны регулируют рост клеток многих 
типов, включая первичные клеточные культуры, стабильные 
клеточные линии, нормальные и опухолевые клетки [44, 179]. 
В настоящее время внимание сосредоточено на противоопухоле¬ 
вом действии интерферонов [83, 84], которое изучают на инду¬ 
цируемых вирусом и трансплантируемых опухолях на экспери¬ 
ментальных животных, а также на раковых больных. В обсужде¬ 
нии мы рассмотрим некоторые из основных механизмов, кото¬ 
рые лежат в основе их антипролиферативного и противоопухо¬ 
левого действия. 

Усиление и подавление синтеза 
индивидуальных белков 

Обработка интерфероном приводит к индукции или подав¬ 
лению синтеза многих белков. Некоторые белки индуцируются 
любыми интерферонами [88], другие — интерферонами лишь ка¬ 
кого-нибудь одного класса [201]. Например, у-ИФН индуцирует 
синтез нескольких белков в дополнение к тем, которые индуци¬ 
руются также а-ИФН и (3-ИФН [264]. Можно также легко пока¬ 
зать, что обработка интерфероном всех трех классов запускает 
синтез новых уникальных видов мРНК, которые обнаружива¬ 
ются в течение первых 40 мин, накапливаются в течение 2 ч и 
затем в течение нескольких (до 16 ч) часов остаются связанны¬ 
ми с рибосомами [41]. При трансляции этих мРНК в бесклеточ¬ 
ной белоксинтезирующей системе происходит синтез нескольких 
новых белков. Пока идентифицированы лишь немногие из них. 
К наиболее хорошо изученным относятся 2, 5-oligo ( А) -синтетаза 
и протеинкиназа, обсуждавшиеся выше. В нормальных тканях 
уровень этих ферментов варьирует, но в обоих случаях при об- 
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работке интерфероном он увеличивается по крайней мере в 
20 раз. Предполагают, что оба фермента каким-то образом 
участвуют в ингибирующем действии интерферона на размноже¬ 
ние клеток. Например, о возможном участии 2,5-oligo (А)-син¬ 
тетазы в регуляции цикла клеточного размножения свидетель¬ 
ствует обратная зависимость между ее уровнем и долей клеток 
в S -фазе [44], а также способность 2,5-oligo (А)-синтетазы подав¬ 
лять прохождение через S -фазу некоторых клеток, например 
лимфоидных [141]. К тому же известно, что кортизол индуцирует 
этот фермент в культивируемых фибробластах куриных эмбрио¬ 
нов [173], и предполагают, что снижение концентрации некото¬ 
рых видов РНК (таких как мРНК проколлагена типа 1), по 
крайней мере частично, обусловлено активацией РНКазы L. 
Есть также мнение, что 2,5-oligo (А) является представителем 
нового класса ингибиторов метилирования мРНК (см. выше) [80]. 
Изучая вопрос о том, что именно активирует синтетазу в нор¬ 
мальных клетках, Нильсен и соавторы обнаружили следующее: 
гетерогенная ядерная РНК, которая, по-видимому, содержит 
двухцепочечные участки (шпильки), отсутствующие в мРНК, 
может стимулировать синтез 2,5-oligo (А); было сделано пред¬ 
положение, что пара 2,5-oligo (А)-синтетаза — РНКаза L рабо¬ 
тает при процессинге ядерной РНК [169]. 

Что касается протеинкиназы, то этот фермент легко обнару¬ 
живается не только в обработанных культивируемых клетках, но 
также в плазме и в органах человека и животных, синтезирую¬ 
щих интерферон или получивших его в результате введения [104, 
132]. Она фосфорилирует белок 67К (и/или 72К), а также 
а-субъединицу eIF2 по остаткам серина и треонина [105, 140]. 
Роль протеинкиназы в подавлении размножения клеток пока не 
выяснена. 

Еще одним ферментом, который индуцируется интерферо¬ 
ном, является гуанилатциклаза. Фактически увеличение ее ак¬ 
тивности— это первый выявляемый эффект интерферона, кото¬ 
рый может быть зарегистрирован в течение 30 мин [199, 246]. 
При концентрации интерферона в среде ~ 1 ед. на 1 мл наблю¬ 
дается примерно четырехкратное увеличение активности гуани- 
латциклазы. Поскольку под действием интерферона концентра¬ 
ция циклического GMP в клетках, устойчивых к его действию 
не увеличивается, скорее всего гуанилатциклаза активируется 
благодаря взаимодействию интерферона с его поверхностным 
рецептором. 

Интерферон индуцирует многие другие ферменты, например 
синтез меланина, экспрессию EBNA в клетках Дауди [247], обра¬ 
зование 56К-белка с неизвестной функцией, мРНК для которого 
клонирована и частично секвенирована [38], а также запускает 
синтез кетостероидов в клетках надпочечников мыши [36]. 
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Гормональная концепция действия интерферона 

На сходство системы интерферона с гликопротеиновыми гор¬ 
монами впервые обратил внимание Бэрон [17]. Без сомнения, 
у них много общих черт [25, 36, 107, 130]. Например, ясно, что 
антивирусная, антипролиферативная и иммуномодуляторная 
активности интерферона связаны с передачей сигнала от ока¬ 
завшихся внутри рецепторов к соответствующим клеточным ге¬ 
нам [222]. Помимо аналогии между рецепторами интерферона 
и гормонов в обоих случаях доказана активация как GMP-, так 
и AMP -циклазы. Имеется также сходство в том, как секрети¬ 
руются интерферон и гормоны [27, 51, 64], как они действуют на 
рост клетки и как модулируют иммунные реакции. Высказано 
мнение, что интерфероны принадлежат к классу «неклассических 
гормонов», к которому можно отнести также факторы роста, 
например эпидермальный фактор роста (ЭФР); фактор роста 
тромбоцитов (ФРТ); белки, родственные инсулину, например 
соматомедин и инсулиноподобные факторы роста (ИПФР); фак¬ 
торы роста нейронов; трансформирующие факторы роста (ТФР); 
и активность, стимулирующую размножение клеток (АСР). Не 
будет неожиданностью, если окажется, что интерферон и эти 
гормоноподобные факторы произошли от общего предшествен¬ 
ника. 

Влияние интерферона на структурные компоненты клетки 

Влияние интерферонов на структурные компоненты клетки 
двояко. Во-первых, они способствуют лучшей организации мик- 
рофиламентов, промежуточных филаментов и фибронектина [181], 
увеличивают количество подмембранных микрофиламентов в 
таких клетках, как HeLa, растущих в суспензионной культу¬ 
ре [259], и увеличивают число контактов промежуточного типа. 
Сходным образом действует бутират, который при введении 
совместно с интерфероном дает аддитивный эффект. В линии 
клеток, трансформированной вирусом и культивируемой на про¬ 
тяжении многих пассажей в присутствии {5-ИФН, хорошо разви¬ 
тые цитоскелетная сеть и внеклеточный матрикс напоминают 
аналогичные структуры у нормальных нетрансформированных 
клеток {29]. 

Во-вторых, интерфероны сильно влияют на плазматические 
мембраны клетки. В частности, они увеличивают ригидность 
липидного бислоя (что может быть выявлено по использова¬ 
нию спиновых меток) [178] и подавляют перераспределение по¬ 
верхностных компонентов, называемое «копированием» [180]. По- 
видимому, как в нормальной, так и в опухолевой клетках интер¬ 
фероны индуцируют координированный ответ плазматических 
мембран и выстилающих их микрофиламентов. 
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Влияние интерферона на дифференцировку 

Некоторые функции дифференцированных клеток интерфе¬ 
роны подавляют, другие усиливают. Например, интерфероны по¬ 
давляют секрецию активатора плазминогена; меланогенез, сти¬ 
мулируемый гормоном меланоцитов [68]; превращение мыши¬ 
ных фибробластов в адипоциты [123]. Но вместе с тем они сти¬ 
мулируют индукцию дифференцировки клеток миелоидного лей¬ 
коза мышей [243], индуцируют дифференцировку лейкозных 
клеток в макрофаги и гранулоциты и стимулируют миогенез в 
культуре миобластов человека. Они также способствуют вос¬ 
становлению контактного торможения и усиливают отбор ревер- 
тантов из клеток, трансформированных вирусом. Не исключено, 
что противоопухолевое действие интерферона связано с его спо¬ 
собностью модулировать клеточную дифференцировку [69]. 

Влияние интерферона на иммунную систему 

Влияние интерферона на иммунную систему становится пред¬ 
метом все более детальных и интенсивных исследований [52]. 
Интерфероны подавляют появление аллоспецифических супрес¬ 
сорных Т-лимфоцитов [71], увеличивают активность естест¬ 
венных киллеров человека (особенно (3-ИФН), подавляют про¬ 
лиферацию макрофагов из костного мозга (48], уменьшают инду¬ 
цированное антигенами или митогенами подавление миграции 
лейкоцитов [232]. а-ИФН и р-ИФН усиливают также синтез и 
экспрессию HLA-A, HLA-B, HLA-C и p -микроглобулина в раз¬ 
личных клетках человека [19, 66, 258]. Наблюдаемый эффект 
столь же велик, как и в случае 2,5-oligo (А)-синтетазы, но необ¬ 
ходимые для его проявления концентрации интерферона более 
чем в 1000 раз ниже тех, которые требуются для индукции син¬ 
тетазы и возникновения антивирусного состояния [258]. 

Исследование клеточных линий, 
устойчивых к интерферону 

Описан ряд линий клеток человека и мыши, обладающий ус¬ 
тойчивым к интерферону фенотипом. Некоторые из них спонтан¬ 
но устойчивы [39], тогда как другие приобрели устойчивость пос¬ 
ле многократного пассирования в присутствии интерферона [8, 
85, 136]. Существуют клеточные линии, обладающие устойчи¬ 
востью по отношению ко всем воздействиям интерферона; дру¬ 
гие устойчивы только к некоторым из них. Изучение таких кле¬ 
точных линий может пролить свет на механизмы действия 
интерферона. Например, в устойчивых к интерферону вариантах 
клеток эритролейкоза Френд, выделенных при непрерывном 
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росте в среде, содержащей интерферон, антивирусное действие 
интерферона по отношению к литическим вирусам и ретровиру¬ 
сам не проявляется, но ДМСО-стимулированная эритроидная 
дифференцировка подавляется [18]. В другой работе исследо¬ 
вали уровень и индуцибельность 2,5-oligo (А)-синтетазы и про- 
теинкиназы в клетках НЕС-1, которые совершенно нечувстви¬ 
тельны к антивирусной активности а-ИФН, р-ИФН и у-ИФН и 
антипролиферативной активности а-ИФН и р-ИФН, но чувстви¬ 
тельны к антипролиферативной активности у-ИФН; активность 
обоих ферментов высока в необработанных клетках НЕС-1 и 
лишь немного усиливается после обработки интерферонами 
[253, 254]. Аналогично этому в линиях клеток хориокарциномы 
человека подавление роста клеток и антивирусное состояние 
по отношению к VSV не развиваются под действием интерферо¬ 
на, тогда как и синтетаза, и протеинкиназа индуцируются, и ин¬ 
терферон подавляет размножение вируса ЕМС [250]. Таким об¬ 
разом, либо обе активности недостаточны для установления 
антивирусного состояния, либо для его проявления необходим 
утраченный в этих клетках общий для этих двух ферментов ре¬ 
гуляторный механизм. Это может объяснить как конститутив¬ 
номъ обоих ферментов, так и устойчивость к интерферону. 
Остается, правда, еще одна возможность, состоящая в том, что 
оба фермента не имеют отношения к установлению антивирус¬ 
ного состояния. 

Перспективы клинического использования 

В клинических условиях были проведены многочисленные 
работы с интерферонами [24, 151, 239]. Сначала их проводили 
с целью использования антивирусной активности интерферонов. 
В настоящее время представляется маловероятным, что интер- 
фероны найдут широкое применение в качестве противовирус¬ 
ных агентов при таких заболеваниях, как грипп или герпесные 
инфекции, однако их, по-видимому, удастся использовать для 
лечения заболеваний, опасных для жизни, таких как бешенство, 
геморрагические лихорадки, герпетические энцефалиты, а так¬ 
же для лечения персистентных инфекций, вызываемых вирусом 
гепатита В, VZV, вирусом папилломы ( бородавок) и цитомега- 
ловирусом. 

В последнее время выраженные и разнообразные действия 
интерферонов на иммунорегуляторные механизмы привлекли 
внимание к интерферонам как к лимфокинам, т. е. растворимым 
эффекторам иммунных реакций. Не исключено, что уИФН и 
фактор активации макрофагов (ФАМ) идентичны [197]. Если 
учесть также то, что интерфероны обладают антипролифератив¬ 
ной активностью, то можно понять надежды, которые возлага- 
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ются на них как на противораковых агентов. В настоящее время 
проводятся многочисленные клинические испытания с целью 
изучения возможности лечения интерфероном таких неоплазий, 
как рак легкого, рак груди, рак мозга, остеогенная саркома, мие¬ 
лома, лимфома, гепатома и др. Исследования проводят с интер- 
феронами всех классов, однако основные надежды возлагают 
на у-ИФН, для которого соотношение антипролиферативной и 
антивирусной активности намного выше, чем для а-ИФН и 
Р-ИФН. 

Клинические испытания требуют очень больших количеств 
интерферона; обычно для получения клинического эффекта не¬ 
обходимы ежедневные инъекции от 1 до 5 млн. ед. Такие боль¬ 
шие количества интерферона нельзя получить из лейкоцитов или 
культивируемых фибробластов. Однако теперь ситуация меня¬ 
ется, поскольку становятся доступными большие количества 
клонированного интерферона. Это будет способствовать наступ¬ 
лению новой эры в использовании интерферонов в качестве 
противовирусного и противоракового препарата. Клонированные 
интерфероны позволяют не только проводить длительные круп¬ 
номасштабные клинические испытания; по мере того как будет 
проведена функциональная характеристика отдельных доменов 
интерферонов, технология рекомбинантных ДНК позволит также 
создать молекулы интерферона, специально предназначенные 
для лечения определенных инфекций и опухолей. 

К сожалению, интерфероны могут вызывать некоторые побоч¬ 
ные нежелательные эффекты, такие как лихорадка, гипотония, 
миалгия, тахикардия и нарушения функции печени. Однако по¬ 
бочные эффекты допустимы в случае лечения заболеваний, угро¬ 
жающих жизни. а-ИФН, но не интерфероны других классов свя¬ 
зываются с опиатными рецепторами in vitro и при интрацере¬ 
бральном введении вызывают у мышей эндорфиноподобное 
опиоидное действие, а именно аналгезию, отсутствие спонтанной 
локомоции и каталепсию [26]. Все эти эффекты можно предот¬ 
вратить и обратить опиатным антагонистом налоксоном. Таким 
образом, некоторые побочные эффекты а-интерферона могут 
осуществляться в результате связывания с опиатными рецепто¬ 
рами. Другая проблема состоит в том, что все интерфероны силь¬ 
но увеличивают инвазивность клеток саркомы [220]. Остается 
надеяться, что технология рекомбинантных ДНК позволит скон¬ 
струировать молекулы интерферона, которым не будут свойст¬ 
венны подобные побочные эффекты. 

Дополнение, внесенное в гранки . Недавно вирус ядерного по- 
лиэдроза Autographa calif огпіса использовали в качестве векто¬ 
ра для гена интерферона человека. Получены очень большие 
выходы интерферона из клеток насекомых, зараженных этим ви¬ 
русом со встроенным геном р-ИФН человека [224а]. 
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Противовирусная химиотерапия 

Сунвен Чу, Томас Мериган 1 


За последние три десятилетия было предложено множество 
препаратов для лечения вирусных болезней. Однако в прошлом 
из-за отсутствия правильной оценки естественного развития 
большинства вирусных инфекций бесконтрольные терапевтиче¬ 
ские испытания часто вели к ошибочным заключениям. В послед¬ 
нее время в результате разработки и использования лаборатор¬ 
ных методов специфической вирусной диагностики, расширения 
биохимических знаний о процессах репликации вирусов, а так¬ 
же лучшего понимания естественной истории вирусной инфек¬ 
ции в специфических популяциях клеток хозяев в этом вопросе 
заметно быстрое продвижение вперед. 


Доклиническая оценка противовирусных препаратов 

Механизмы противовирусного действия 

Расширение знаний в области биохимии репликации виру¬ 
сов привело к тому, что несостоятельность идеи о невозможности 
специфической противовирусной терапии (поскольку хозяину и 
вирусу присущи общие биохимические процессы) стала оче¬ 
видной. В настоящее время известны противовирусные вещества, 
избирательно интерферирующие с вирус-специфическими функ¬ 
циями или взаимодействующие с вирус-специфическими фермен¬ 
тами. Например, недавно привлекли внимание несколько пре¬ 
паратов, которые превращаются в активную форму тимидинки- 
назой, кодируемой вирусом герпеса. В принципе противовирус¬ 
ная активность может быть направлена на любую из последова- 
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Таблица 16 . 1 . Механизм действия противовирусных 
препаратов 


Фазы репродукции 
вируса 

Ингибитор 

Раздевание 

Амантадин 


Арилдон 

Транскрипция 

Рибавирин 

Трансляция 

Интерферон 

Синтез ДНК 

Аналоги нуклеозидов (напри¬ 


мер, видарабин, ацикловир) 


Фосфономуравьиная кислота 

Сборка 

2-Дезокси-И-глюкоза 


тельных стадий репликации вируса: адсорбцию, проникновение, 
раздевание, транскрипцию, трансляцию, репликацию генома, 
сборку вириона и созревание. Примеры веществ, действующих 
на этой стадии, приведены в табл. 16.1. 

Определение противовирусной активности 

in vitro 

Прямой корреляции противовирусной активности вещества 
in vitro с клинической эффективностью ожидать не приходится, 
поскольку условия репликации вируса при взаимодействии ви¬ 
рус— хозяин во время болезни сильно отличаются от условий 
in vitro. Результаты измерения противовирусной активности 
in vitro зависят от клеток хозяина, среды, используемой для под¬ 
держания зараженной вирусом культуры, а также дозы и 
свойств вводимого вирусного материала. Многие вещества, об¬ 
ладающие противовирусным действием in vitro, нельзя исполь¬ 
зовать в клинике из-за того, что они являются антиметаболита¬ 
ми, токсичными не только для вирусов, но и для клеток хозяи¬ 
на. Применимые в клинике противовирусные вещества должны 
обладать необходимым свойством — легко проявлять свое дей¬ 
ствие в опытах in vitro, которые представляют собой первую 
ступень в оценке кандидатов в противовирусные препараты. 
В первом приближении вирус-ингибирующую активность мож¬ 
но количественно оценить, измеряя концентрацию препарата, 
необходимую для уменьшения образования инфекционных вирус¬ 
ных частиц на определенный процент — как правило, на 50%. 
В настоящее время вопрос о полном устранении вируса не 
стойт, потому что доступные препараты не подавляют полно¬ 
стью репликацию вирусов. 
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Модели для испытания 

противовирусных препаратов на животных 

Модели с использованием животных незаменимы для докли¬ 
нической оценки противовирусных веществ, поскольку они обес¬ 
печивают точный подбор экспериментальных условий. Однако 
некоторые имеющие большое значение вирусы человека (напри¬ 
мер, цитомегаловирус, вирус Эпштейна — Барр, вирус гепати¬ 
та В) не вызывают заболеваний у обычных лабораторных живот¬ 
ных. В этих случаях значительный интерес представляют род¬ 
ственные вирусы животных, вызывающие сходные заболевания 
у соответствующих хозяев. Испытания на животных весьма про¬ 
дуктивны в исследовании противовирусных веществ, направлен¬ 
ных против вируса простого герпеса (HSV), так как он вирулен¬ 
тен для различных лабораторных животных. Особенно полезна 
модель герпетического кератита у кролика. Широко использу¬ 
ются также герпетическая инфекция бесшерстных (голых) мы¬ 
шей и экспериментальный энцефалит, вызываемый внутримоз¬ 
говым введением HSV. Интересны также модели, предложенные 
для лабиального и генитального герпеса. Исследования на жи¬ 
вотных иногда полезны для предсказания клинической эффек¬ 
тивности препаратов. Например, на модели вызванного HSV эн¬ 
цефалита мышей идоксуридин (иоддезоксиуридин) был не 
эффективен, в то время как видарабин и ацикловир дали по¬ 
ложительный эффект. Клиническая эффективность местного 
глазного применения противогерпетических веществ строго со¬ 
ответствовала той, которая обнаруживалась у кролика. К сожа¬ 
лению, до настоящего времени удовлетворительная модель, вос¬ 
производящая латентность и реактивацию HSV у человека, не 
разработана. Модели с использованием животных позволяют 
делать выводы о токсичности применяемых веществ, благодаря 
чему многие препараты были забракованы для клиники. Одна¬ 
ко из-за особенностей метаболизма у разных видов некоторые 
препараты (например, видарабин) оказались токсичными для че¬ 
ловека, хотя этого нельзя было предсказать на основании опы¬ 
тов на животных. 

Факторы, влияющие на естественное развитие 
вирусных инфекций 

Вирус 

Наряду с межвидовыми различиями вирусов по вирулентно¬ 
сти и спектру вызываемых ими заболеваний существуют также 
различия внутри видов, между штаммами и подтипами вирусов. 
Наиболее четко это иллюстрируется на примере HSV, типы 1 
и 2 которого вызывают несколько различающиеся клиниче- 
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ские синдромы (например, тип 1 — некротизирующий энцефа¬ 
лит, а тип 2 — асептический менингит); тенденции к рецидивам 
у этих типов также различны [157]. В связи с развитием проти¬ 
вовирусной терапии точность в диагностике приобрела еще боль¬ 
шее значение. При противовирусных испытаниях клинический 
диагноз должен быть также подтвержден вирусологически, так 
как синдромы, вызываемые различными вирусами, могут иметь 
сходные черты. 

Хозяин 

Несмотря на успехи в изучении иммунного ответа хозяина на 
вирусную инфекцию, несовершенство нашего знания участвую¬ 
щих в инфекции факторов осложняет интерпретацию результа¬ 
тов при изучении противовирусных препаратов даже в опытах, 
поставленных по схеме с соответствующими контролями и слу¬ 
чайной выборкой. В прошлом важную информацию в этой обла¬ 
сти получали при испытаниях, в которых имелись соответствую¬ 
щие контроли. Например, происхождение заболевания гени¬ 
тальным герпесом зависит от прошлого контакта хозяина с 
HSV-1 или HSV-2, которые можно определить серологически. 
Тяжесть течения ветрянки или опоясывающего лишая зависит 
от степени угнетения иммунной системы хозяина; это состояние 
еще не удается охарактеризовать количественно, однако дефицит 
гуморального и клеточного иммунитета можно продемонстри¬ 
ровать in vitro. Контроль угнетения иммунитета довольно за¬ 
труднителен при исследовании гетерогенной популяции больных; 
проблема упрощается, если больные в прошлом перенесли оди¬ 
наковые заболевания и подвергаются одинаковому режиму угне¬ 
тения иммунитета. Время применения противовирусной терапии 
также важно; при генитальном герпесе или при опоясывающем 
лишае раннее начало лечения имеет критическое значение для 
демонстрации значительного противовирусного эффекта, так как 
через короткое время начинают действовать защитные механиз¬ 
мы хозяина и на их фоне труднее выявляется эффект препарата. 
К тому моменту, когда происходит повреждение ткани, репли¬ 
кация вируса часто снижается. Кроме того, повреждения ткани 
могут вызываться суперинфекцией, воздействием других патоген¬ 
ных агентов или иммунными механизмами, и в этом случае про¬ 
тивовирусная терапия неэффективна. 

Клиническая противовирусная терапия 

Специфическая диагностика 

Имеющиеся в обращении противовирусные вещества досто¬ 
верно улучшают течение только ограниченного числа вирусных 




Противовирусная химиотерапия 93 


инфекций, и при этом все они обладают значительной токсично¬ 
стью. Если предполагают проводить противовирусную терапию, 
диагноз вирусной инфекции, поставленный на основе клиниче¬ 
ских данных, следует подтвердить лабораторными методами: 
культивированием вируса или выявлением вирусного антигена 
или нуклеиновой кислоты с помощью иммунологических реаген¬ 
тов или проб на нуклеиновую кислоту. Все растущая доступность 
быстрых лабораторных методов облегчает идентификацию ви¬ 
русов и обследование больных. При раннем определении вирус¬ 
ной инфекции, серологический анализ, как правило, менее по¬ 
лезен, хотя иногда наличие специфических антител некоторых 
видов, таких как IgM, позволяет предположить текущую или 
недавнюю инфекцию. 

Предположительный эффект и риск 

Применение противовирусной терапии в различных клиниче¬ 
ских ситуациях зависит от ряда факторов. К ним относятся есте¬ 
ственное течение нелеченой болезни, наличие достоверно эффек¬ 
тивной терапии, возможность доставить соответствующий препа¬ 
рат к месту инфекции, кратковременная и долгосрочная токсич¬ 
ность вещества, а также возможность возникновения 
устойчивых к препарату мутантов вируса. 

Совершенно очевидно, что необходимость терапии существен¬ 
но зависит от характера протекания нелеченой болезни. Так как 
это в свою очередь зависит от вирусных и хозяйских факторов, 
важно знать детали болезни, а также иметь клинические и лабо¬ 
раторные данные. Недостаточно обоснованное и рискованное 
вмешательство можно оправдать при симптомах бешенства, тог¬ 
да как при риновирусной инфекции неприемлем даже неболь¬ 
шой неблагоприятный эффект. При инфекциях, вызванных HSV 
или вирусом ветрянки-опоясывающего лишая (varicella zoster 
virus, VZV), при которых в настоящее время доступна противо¬ 
вирусная терапия, положительный эффект в обычной практике 
обнаруживается у относительно небольшой части больных. Вме¬ 
сте с тем в медицинских центрах, где больные с неоплазией или 
трансплантированными органами получают иммуносупрессив¬ 
ные вещества, возможность использования противовирусных 
препаратов при этих инфекциях значительно возрастает. 

Наиболее удовлетворительные сведения об эффективности 
специфического противовирусного лечения получают в контро¬ 
лируемых испытаниях со случайной выборкой. Обычно в такую 
выборку входит популяция больных, которых лечили на одной 
и той же стадии болезни. Результаты подобных испытаний ча¬ 
сто невозможно расширить за пределы специфических клиниче¬ 
ских ситуаций. Например, в настоящее время нет подтвержден- 
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ных соответствующими контролями клинических данных, кото¬ 
рые могли бы предсказать исход лечения кожной или висцераль¬ 
ной диссеминированной формы опоясывающего лишая через 
3—7 дней после появления локальных поражений кожи, хотя в 
подобных случаях часто требуется клиническое заключение. Ре¬ 
зультаты, полученные в опытах без соответствующих контролей, 
являются необходимой предварительной ступенью перед испы¬ 
таниями с контролями, но они никогда не могут служить надеж¬ 
ной основой для правильного терапевтического решения. В ка¬ 
честве примеров препаратов и методов, получивших широкое 
признание, но впоследствии, после испытаний с контролями, при¬ 
знанных токсичными или неудовлетворительными соответственно, 
можно назвать системное применение идоксуридина для лече¬ 
ния энцефалита, вызываемого HSV [23], цитарабин, применяв¬ 
шийся при диссеминированном опоясывающем лишае у больных 
раком [192], и фотодинамическую инактивацию, которую исполь¬ 
зовали при рекуррентных инфекциях, вызываемых HSV [137]. 

На эффективность лечения может влиять фармакокинетика 
данного препарата. Например, видарабин (или его монофосфат) 
плохо усваивается при введении через рот и не способен про¬ 
никать в глубокие слои кожи, где происходит репликация виру¬ 
са. Фибробластный интерферон при внутримышечном введении 
может не достигать измеряемых концентраций в крови. При по¬ 
добных неблагоприятных условиях противовирусная терапия 
может быть неэффективной. 

Поскольку доступные в настоящее время противовирусные 
вещества могут обладать кратковременной или длительной ток¬ 
сичностью, при работе с ними в клинике необходимо соблюдать 
осторожность. Вероятность выявления токсического эффекта 
новых препаратов с течением времени увеличивается. Например, 
хотя видарабин относительно нетоксичен в экспериментах, кон¬ 
тролируемых короткое время, в определенных условиях он про¬ 
являет нейротоксичность. Еще большие опасения вызывает позд¬ 
ний неблагоприятный эффект противовирусных препаратов, по¬ 
давляющих синтез ДНК или белка. Опыт, накопленный к на¬ 
стоящему времени на людях, еще мал; вместе с тем проверка 
ряда препаратов на мутагенез in vitro, а также испытания их 
на животных на тератогенность и канцерогенность в нескольких 
случаях дали положительные результаты, отмеченные ниже. От¬ 
сюда следует, что во время беременности благоразумнее избе¬ 
гать противовирусной терапии, за исключением ситуаций с не¬ 
обычайно высоким риском. 

По аналогии с антибактериальными веществами не исклю¬ 
чено появление устойчивости вирусов к противовирусным препа¬ 
ратам. Устойчивые к препарату мутанты регулярно выделяют 
при пассировании вируса в присутствии противовирусного ве- 
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щества. В случае применения аналогов нуклеозидов за проявле¬ 
ние устойчивости обычно ответственны мутации в генах вирус¬ 
ной тимидинкиназы или ДНК-полимеразы. При противовирусной 
терапии, например, этим объясняются неудачи в применении 
идоксуридина при кератитах, вызванных HSV. Хотя некоторые 
эксперименты позволяют предположить, что устойчивые к ацик¬ 
ловиру мутанты HSV менее патогенны для животных и с мень¬ 
шей вероятностью вызывают у них латентную инфекцию, накоп¬ 
ленный клинический опыт недостаточен, для того чтобы пере¬ 
носить эти данные на человека. 


Имеющиеся в настоящее время 
разрешенные противовирусные препараты 

Разрешенные противовирусные препараты перечислены в 
табл. 16.2. Со временем утвержденные показания для этих пре¬ 
паратов изменились, и, вероятно, будут продолжать меняться. 


Таблица 16.2. Разрешенные в настоящее время противовирусные препараты 


Препарат 

Торговое 

название 

Введение 

Показания 

Ацикловир 

Зовиракс 

Местное и внут¬ 
ривенное 

Герпетическая инфекция слизи¬ 
стых и кожи у им му но де¬ 
фицитных хозяев 

Амантадин 

Симметрель 

Пероральное 

Начальная стадия заражения 
вирусом генитального гер¬ 
песа 

Профилактика и лечение грип¬ 
па А 

Идоксуридин 

Стоксил 

Герплекс 

Местное 

Герпетический кератит 

Трифлюридин 

Вироптик 


То же 

Видарабин 

Вира-А 

Внутривенное 

Герпетический энцефалит 
Герпетическое поражение ЦНС 
и диссеминированная ин¬ 
фекция новорожденных 


Амантадин был первоначально разрешен только для азиатского 
гриппа (H2N2), но сейчас он утвержден для профилактики и 
раннего лечения заболеваний, вызываемых всеми вирусами грип¬ 
па А. Системное применение видарабина было недавно утвер¬ 
ждено для лечения неонатальной диссеминации и инфицирова¬ 
ния центральной нервной системы HSV. В следующих разделах 
мы детально рассмотрим несколько представляющих интерес 
современных противовирусных веществ. 
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Видарабин (аденинарабинозид) 

Первоначально синтезированный в поисках противораковых 
веществ нуклеозидный аналог видарабин был позднее выделен 
как естественный продукт в фильтрате культуры Streptomyces 
antibioticus. В связи с тем, что в опытах in vitro его антигерпе¬ 
тический противовирусный эффект проявляется в концентра¬ 
циях, относительно нетоксичных для клеток хозяина, в течение 
последних пятнадцати лет он был интенсивно изучен. 

Противовирусная активность in vitro [175] 

Кроме действия на герпесвирусы человека (HSV-1 и HSV-2, 
а также VZV, СМѴ и ЕВѴ) видарабин угнетает некоторые гер¬ 
песвирусы животных, поксвирусы, ретровирусы и рабдовиру- 
сы [42]. Испытание чувствительности вирусов к видарабину ос¬ 
ложняется не только обычными факторами: дозой вирусного 
инокулята и клеточной системой хозяина, но также быстротой, 
с которой видарабин превращается в арабинозилгипоксантин в 
клетках хозяина под действием фермента аденозиндезаминазы. 
Противовирусный механизм действия видарабина известен не 
полностью; вероятно, он основан на фосфорилировании препа¬ 
рата в клетках хозяина до моно- и трифосфатпроизводных, кото¬ 
рые могут подавлять синтез вирусной ДНК путем дифференци¬ 
рованного угнетения вирус-специфических ферментов (таких как 
ДНК-полимераза) или терминации синтеза цепи ДНК. Из попу¬ 
ляций вируса дикого типа легко выделяются мутанты HSV, ус¬ 
тойчивые к видарабину in vitro. У большинства этих мутантов, 
устойчивых также к фосфоноуксусной кислоте, изменен локус 
гена ДНК-полимеразы [38]. 

Противовирусная активность in vivo [181] 

На модели кератита, вызываемого HSV у кролика, местное 
применение видарабина при лечении поверхностных поражений 
дает равнозначные или даже лучшие результаты, чем идоксури- 
дин [91]. На частоту рецидивов препарат не действует. Кожные 
заболевания человека не моделируются адекватным образом на 
животных, однако на бесшерстных мышах показано, что вида¬ 
рабин уменьшает образование вызываемых HSV поражений, а 
также смертность при моделировании на них инфекции ЦНС и 
диссеминированного поражения кожи [99]. Интересно, что идо- 
ксуридин также проявляет противовирусную активность на этой 
модели. При системном применении видарабина смертность мы¬ 
шей, которым интрацеребрально инокулировали HSV, значитель¬ 
но уменьшалась, если препарат вводили в пределах 4-х дней 
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после инокуляции, причем выживаемость животных коррелиро¬ 
вала со сроком введения, т. е. она была выше при более ран¬ 
нем введении препарата. Противовирусная активность видара- 
бина показана как для HSV-1, так и для HSV-2. Видарабин 
проявляет также некоторую активность in vivo против вируса 
осповакцины у кроликов с осповакцинным кератитом [86] или 
с поражениями кожи, а также у мышей с осповакцинным энце¬ 
фалитом. Несмотря на проявляемую in vitro активность видара- 
бина против вируса бешенства, на мышах терапевтического эф¬ 
фекта препарата против бешенства не наблюдалось [75]. 

Доклиническая токсикология [106, 107] 

При пероральном введении мыши проявляют толерантность 
к видарабину в дозе 170 мг-кг _1 -сут^ 1 в течение 28 дней; в этот 
период отмечена лишь некоторая дисфункция печени и атрофия 
гонад. После отмены препарата наблюдалось постепенное вос¬ 
становление состояния животных. У собак при внутримышеч¬ 
ном введении 50 мг-кг -1 -сут -1 в месте введения препарата были 
обнаружены мышечные воспаления и некрозы. Макаки-резусы 
переносили 15 мг-кг -1 -сут -1 препарата при внутривенном вве¬ 
дении в течение 28 дней без видимых признаков токсичности, но 
при внутримышечном введении препарата в дозе от 25 до 
75 мг-кг -1 -сут -1 у них развивался тремор, слабость, сонливость, 
некрозы мышц, появлялись расстройства координации и нерегу¬ 
лярные судороги. 

Видарабин обладает мутагенным действием в отношении ли¬ 
нии клеток L5178. В культуре лимфоцитов человека он вызывает 
также разрывы хромосом. Видарабин тератогенен для кроликов 
в дозе 5 мг-кг -1 -сут -1 при системном и местном введении. У мы¬ 
шей и крыс, получавших от 30 до 50 мг-кг -1 -сут -1 видарабина 
внутримышечно, наблюдалась статистически достоверная индук¬ 
ция опухолей по сравнению с контрольными животными. Как 
свидетельствуют доклинические исследования, видарабин обла¬ 
дает подострой и долговременной токсичностью, и поэтому его 
можно применять системно только при вирусологически иденти¬ 
фицированных тяжелых заболеваниях. 

Клиническая фармакология [98] 

Видарабин доступен в клинике в виде 3%-ного препарата для 
местного применения, а также препарата для внутривенного 
введения. Из-за низкой растворимости в воде — 0,45 мг/мл при 
25 °С — видарабин можно использовать только в разведенных 
растворах и только при медленном внутривенном введении. Это 
осложняет лечение больных с повышенным внутричерепным дав- 


7 Заказ № 751 




98 Глава 16 


лением, которое регистрируется при энцефалите, вызываемом 
HSV. Видарабин — монофосфат значительно более растворим 
в воде, и его можно вводить внутримышечно [222]. Измерения 
видарабина и определение корреляции его уровня в крови с про¬ 
тивовирусным эффектом осложняются его быстрым обменом. 
Широко распространенный в эритроцитах и других клетках фер¬ 
мент аденозиндезаминаза превращает видарабин в арабинозил- 
гипоксантин (Ага-Нх), который обладает слабой противовирус¬ 
ной активностью in vitro. При внутривенном введении 10— 
20 мг/кг видарабина через 12 часов его уровень в плазме 
едва определяется, несмотря на добавление в пробирки с про¬ 
бами ингибитора аденозиндезаминазы. При введении видарабина 
в дозе 10 мг/кг максимальное содержание Ага-Нх достигает 
3—6 мкг/мл, а период его полужизни в плазме составляет 3,5 ч. 
Продукты распада выводятся главным образом через почки; 
при нарушении их работы концентрация продуктов распада 
значительно увеличивается. Концентрация Ага-Нх в спинномоз¬ 
говой жидкости составляет около одной трети его концентрации 
в плазме. Не исключено, что наблюдаемую токсичность препа¬ 
рата обусловливают дополнительные метаболиты видарабина, 
которые еще плохо изучены. Видарабин быстро дезаминируется 
в желудочно-кишечном тракте и плохо усваивается при перо¬ 
ральном введении. 

Во время клинических испытаний на больных с герпетически¬ 
ми энцефалитами, а также ветрянкой и опоясывающим лишаем 
видарабин показал относительно низкую острую токсичность, 
проявляющуюся главным образом в виде желудочно-кишечных 
симптомов, причем частота этих симптомов у представителей 
опытной и контрольной групп значительно не различалась. Од¬ 
нако в дальнейшем выявилась неврологическая токсичность ви¬ 
дарабина, выражающаяся в болезненных парестезиях, треморе, 
атаксии, спутанности сознания или психозе [120, 130, 160, 209]. 
Чаще это проявляется у лиц с дисфункцией печени и почек, а 
также у тех, которых лечили видарабином в комбинации с интер¬ 
фероном [130, 160]. Лечение видарабином иногда вызывает сни¬ 
жение лейкоцитов или тромбоцитов, но их содержание восста¬ 
навливается через 2—3 нед после лечения. 


Клинические испытания [98] 

Наиболее ценные клинические данные по видарабину полу¬ 
чены в клинических испытаниях с контрольными группами, по¬ 
лучавшими плацебо, и случайной выборкой. Они суммированы 
в табл. 16.3. 
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Таблица 16.3. Клинические испытания видарабина с соответствующими 
контролями 


Заболевание 

Введение 

Результаты лечения 

Источ» 

ник 

дан¬ 

ных 

Герпетические 

кератиты 

3%-ная мазь, ме¬ 
стное 

Время заживления такое же 
или меньше, чем при ис¬ 
пользовании идоксуридина 

[145] 

Герпетические 

энцефалиты 

15 мг-кг _1 *сут -1 , 
в/в, 10 дней 

Смертность на 30-й день умень¬ 
шилась с 70% ДО 28%; 
смертность через год — 
40%; тяжелые остаточные 
поражения у выживших 

[221] 

Поражение ЦНС 
и диссемини¬ 
рованная ин¬ 

15 мг-кг _1 *сут -1 , 
в/в, 10 дней 

Смертность уменьшилась, тя¬ 
желые остаточные пораже¬ 
ния у выживших 

[217] 

фекция у но- 

ОППЛ \TZ 7Т О и и ЪЛ V 




Ь> и р иж Д с гі П Ыд 

Ветрянка у имму- 
нодефицитных 
больных 

10 мг-кг -1 -сут -1 , 
в/в, 5 дней 

Снижение формирования новых 
поражений и висцеральной 
диссеминации 

[220] 

Опоясывающий 
лишай у им- 
мунодефицит- 
ных больных 

10 мг-кг-^сут -1 , 
в/в, 5 дней 

Снижение формирования новых 
поражений; меньше кож¬ 
ных и висцеральных диссе- 
минаций; уменьшение про¬ 
должительности постгерпе¬ 
тической невралгии 

[218] 

Герпетические по¬ 
ражения поло¬ 

Местное 

Отсутствие клинического улуч¬ 
шения 

[2] 

вых органов 




Рецидивы лаби¬ 
ального герпе¬ 
са 

Местное, в виде 
видарабинмо- 
нофосфата 

То же 

[118] 


Инфекция глаза, вызываемая HSV 

В клинических испытаниях эффективности 3%-ной видара- 
биновой мази и 0,5%-ной идоксуридиновой мази при лечении 
поверхностных (дендритных или «географических») керати¬ 
тов [145], которые проводили с соответствующими контролями 
одновременно в нескольких лечебных центрах, среднее время 
исцеления было одинаково для обоих препаратов, причем боль¬ 
шее число случаев неудачного лечения характерно для группы, 
леченной идоксуридином (18,8% против 9,5%). Видарабин часто 
помогал больным, неудачно леченным идоксуридином. Отрица¬ 
тельное действие видарабина при местном применении состояло 
в раздражении глаза, точечных кератитах, отеке стромы и точеч¬ 
ных закупорках сосудов. 


1 
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При глубоких поражениях глаза, вызываемых HSV, местное 
применение видарабина или любого другого противовирусного 
агента не дает эффекта. Однако ограниченные клинические ис¬ 
пытания показали, что при внутривенном введении видарабина 
в больших дозах (20 мг*кг _І -сут _1 в течение 7 дней) уменьша¬ 
ются неприятные ощущения, инъецирование сосудов ресничного 
тела и активность передней камеры; у некоторых больных при 
этом улучшалась острота зрения и снижался отек роговицы [1], 


Энцефалиты, вызываемые HSV 

В испытаниях видарабина при лечении подтвержденных би¬ 
опсией герпетических энцефалитов (15 мг-кг _1 -сут” 1 в течение 
10 дней), проведенных в нескольких центрах с контрольными 
группами, получавшими плацебо, на 30-й день было зарегистри¬ 
ровано уменьшение смертности с 70% в контрольной группе до 
28% у реципиентов видарабина (под наблюдением было 28 боль¬ 
ных) [219]. Это была первая демонстрация противовирусного 
действия препарата при герпетическом энцефалите. Последую¬ 
щий опыт лечения видарабином выявил проблемы, которые все 
еще осложняют постановку диагноза и лечение герпетических 
энцефалитов [221]. 

Сейчас смертность при лечении видарабином составляет 33% 
на 30-ый день и 39% через 6 или 12 мес. Среди выживших пос¬ 
ле лечения видарабином нескольких объединенных групп боль¬ 
ных герпетическим энцефалитом, обследованных через год, было 
выявлено 54% здоровых, 29% с умеренными расстройствами и 
18% лиц, имевших тяжелые нарушения и нуждавшихся в посто¬ 
янном уходе. При анализе данных по подгруппам было выявле¬ 
но, что в момент начала лечения видарабином важное прогно¬ 
стическое значение имеют два фактора — возраст и состояние 
сознания. Так, у 70% больных моложе 30 лет восстановились 
нормальные неврологические функции, если лечение было на¬ 
чато до наступления комы или полукомы. По контрасту с этим 
ни у одного больного старше 30 лет, у которого лечение было 
начато в полукоматозном или коматозном состоянии, нормальные 
функции не восстановились. 

С точки зрения важности раннего начала противовирусной 
терапии решающим моментом следует считать быстрый, точный 
диагноз герпетического энцефалита, но эта задача по-прежнему 
остается очень трудной. Получены данные, согласно которым 
клинические подозрения на герпетический энцефалит, позволяю¬ 
щие решиться на биопсию мозга, более чем в 40% случаев виру¬ 
сологически не подтверждаются. У этих больных были выявлены 
неврологические расстройства, такие как поражения сосудов 
мозга, абсцессы мозга или другие вирусные неврологические ин- 
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фекции. Биопсия мозга остается наиболее точным методом по¬ 
становки диагноза, однако и она может дать ложноотрицатель¬ 
ный результат в случае взятия пробы в несоответствующем 
участке мозга. В одной из групп это наблюдали по крайней 
мере у 4% больных [221], когда после смерти трех больных с 
отрицательными результатами биопсии в их мозгу при вскрытии 
был обнаружен HSV. На ранних сроках болезни с помощью 
компьютерной томографии иногда не удается обнаружить очаг 
поражения, и тогда его локализация целиком зависит от выяв¬ 
ления местных неврологических симптомов. 

В течение ряда лет делались многочисленные попытки раз¬ 
работать точную раннюю диагностику герпетических энцефали¬ 
тов без биопсии; однако действительно надежного метода нет 
до сегодняшнего дня. Недавно был предложен интересный метод 
введения меченого радиоактивного аналога нуклеозида, который 
должен накапливаться в клетках, зараженных HSV, в результа¬ 
те активности вирусной тимидинкиназы [161]. 


Поражение ЦНС и диссеминированная герпетическая инфекция 
новорожденных 

В испытаниях с соответствующими контрольными группами 
исследовали лечебный эффект видарабина на новорожденных 
с диссеминированной инфекцией и вызванным HSV поражением 
центральной нервной системы, — редко встречающимся, но очень 
тяжелым заболеванием с высокой смертностью и пожизненными 
осложнениями. Болезнь часто начинается с кожных поражений, 
за которыми следует системная диссеминация. Видарабин умень¬ 
шает смертность при диссеминированном заболевании с 85% до 
57%, а при локальном заболевании ЦНС с 50% до 10%; при 
сравнительном анализе данных, полученных в группах с реци¬ 
пиентами видарабина и реципиентами плацебо, наблюдали ста¬ 
тистически достоверную разницу между ними [217]. Однако, не¬ 
смотря на лечение видарабином, были зарегистрированы тяже¬ 
лые осложнения, особенно в группе с диссеминированным забо¬ 
леванием. Так, в этой группе 2 из 14 больных, получавших 
видарабин, по сравнению с 1 из 13 реципиентов, получавших пла¬ 
цебо, были отнесены к здоровым при наблюдении в течение года. 
При локальном заболевании ЦНС 5 из 10, получавших видара¬ 
бин, по сравнению с 1 из 6, получавших плацебо, были отнесены 
к здоровым после годичного наблюдения. Осложнения у выжив¬ 
ших включали микроцефалию, спастические состояния, судороги 
и слепоту. В этих испытаниях было показано, что ткани часто 
бывают уже разрушены к моменту первого клинического про¬ 
явления вирусной инфекции и что самым важным является 
предотвращение развития болезни и ранняя диагностика. 
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Лабиальные и генитальные герпетические инфекции 


Испытания, проведенные с соответствующими контролями, 
показали отсутствие эффективности при местном применении 
видарабина или его монофосфата для лечения герпетических 
поражений губ [188] или половых органов [2, 76]. В предвари¬ 
тельных исследованиях [34] наблюдали улучшение состояния 
иммуносупрессированных больных, имеющих вызванные HSV по¬ 
ражения кожи и слизистых, при внутривенном лечении видара- 
бином, однако в этих случаях видарабин несомненно уступает 
ацикловиру. 


Ветрянка и опоясывающий лишай у хозяев 
с угнетенной иммунной системой 

В 1982 г. были опубликованы результаты испытания вида¬ 
рабина при заболевании ветрянкой и опоясывающим лишаем 
людей с угнетенной иммунной системой. Испытания проводили 
как двойные слепые тесты с контрольными группами, получав¬ 
шими плацебо. Они многое прояснили в запутанном вопросе 
об эффективности видарабина при этих заболеваниях, особен¬ 
но в отношении возможности предотвращения висцеральных 
осложнений и постгерпетической невралгии. В этих испытаниях 
все больные поступили в больницу в течение 72 ч от начала 
ветрянки или опоясывающего лишая, и все они имели сопутст¬ 
вующие скрытые, обычно злокачественные, лимфопролифера¬ 
тивные заболевания, угнетающие иммунитет. Ни один больной 
не получал иммуноглобулина против возбудителя опоясываю¬ 
щего лишая. 

При ветрянке [220] лечение видарабином значительно сни¬ 
жало продолжительность новых высыпаний и частоту висце¬ 
ральных осложнений. У одного из 19 реципиентов видарабина 
развилась пневмония, но он выздоровел; у 4 из 15, получавших 
плацебо, развился гепатит, еще у 4 отмечены гепатит и пневмо¬ 
ния. Двое из последней группы умерли. 

При опоясывающем лишае [218] лечение видарабином уско¬ 
ряло заживление кожных поражений, измеряемое по прекраще¬ 
нию формирования новых поражений или по времени, проходя¬ 
щему до перехода всех поражений в стадию пустул. При учете 
событий, развивающихся только после поступления больного 
под наблюдение, видарабин уменьшал частоту случаев кожной 
диссеминации с 24% до 8%, а висцеральной диссеминации с 19% 
до 5%. К висцеральным диссеминациям, отмечаемым в процес¬ 
се наблюдения, относятся увеит, нейропатия, энцефалит и гепа¬ 
тит. Следует отметить, что у больных, не имевших кожной дис¬ 
семинации в момент поступления (в течение 72 ч от начала раз- 
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вития опоясывающего лишая), не наблюдалось ни одного случая 
пневмонии или смерти. Однако из семи больных, уже имевших 
диссеминированное поражение кожи в момент поступления, двое 
умерли от пневмонии (один из них получал видарабин, а дру¬ 
гой плацебо). Частота постгерпетической невралгии была оди¬ 
наковой (45%) как у получавших видарабин, так и у реципиен¬ 
тов плацебо. У получавших видарабин продолжительность нев¬ 
ралгии сократилась, о чем можно судить по проценту больных, 
не имевших болей в течение последующих четырех месяцев (56% 
и 17%, р = 0,047). При анализе по отдельным подгруппам улуч¬ 
шающий эффект видарабина был более выражен у больных 
старше 38 лет, а также при злокачественных лимфопролифера¬ 
тивных заболеваниях, так как в этих случаях естественное те¬ 
чение болезни обычно более продолжительное. 

К интерпретации представленных выше богатых информа¬ 
цией данных следует подходить с осторожностью. Они, напри¬ 
мер, не отвечают на вопрос, изменяет ли видарабин исход бо¬ 
лезни в случае, если его применяют при опоясывающем лишае 
уже после происшедшей диссеминации (кожной или висцераль¬ 
ной),— ситуация, при которой часто считают необходимой про¬ 
тивовирусную терапию. А вопрос о том, стоит ли применять 
видарабин при инфекции, вызываемой VZV, остается открытым. 
Неудобство пролонгированного внутривенного введения этого 
препарата и его потенциальная подострая и хроническая токсич¬ 
ность при многих ситуациях, встречающихся в клинической 
практике, перевешивают ожидаемое улучшение. Решение при¬ 
менять видарабин следует принимать на основании индивиду¬ 
альных данных с учетом всех хозяйских факторов. 

Цитомегаловирусные инфекции [35, 120, 150] 

Цитомегаловирусные (СМѴ) инфекции являются трудно раз¬ 
решимой проблемой у хозяев с угнетенной иммунной системой. 
Сообщений о широко поставленных с ними испытаниях нет. Од¬ 
нако в нескольких работах показано, что в адекватных дозах 
видарабин подавляет во время лечения выделение вируса, прав¬ 
да, явного клинического улучшения при этом не наблюдается. 
Примеры таких исследований включают лечение болезни цито- 
мегалических включений, а также системных заболеваний и 
ретинитов, вызываемых СМѴ у лиц с угнетенной иммунной си¬ 
стемой. 

Другие вирусные инфекции 

Результаты, указывающие на отсутствие эффекта видараби¬ 
на при лечении натуральной оспы (несмотря на активность 
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препарата в опытах in vitro), представляют сейчас чисто исто¬ 
рический интерес [104]. Маркеры хронического гепатита В, та¬ 
кие как ДНК-полимеразная активность частиц Дейна, временно 
угнетаются видарабином и его монофосфатом [13, 151], а при 
лечении паповавирусной инфекции препарат не приносит явно¬ 
го улучшения [155]. 

Ацикловир 

Ацикловир — тривиальное название для 9-(2-гидроксиэтокси- 
метил) гуанина (Зовиракс к , Burroughs-Wellome). Это ацикли¬ 
ческий аналог нуклеозида и прототип нуклеозидных аналогов 
с избирательным противовирусным действием, основанным на 
фосфорилировании препарата тимидинкиназой вируса герпе¬ 
са [61]. В связи с тем что ферменты клетки хозяина не фосфо- 
рилируют ацикловир с достаточной эффективностью, ацикловир- 
монофосфат образуется главным образом в клетках, заражен¬ 
ных вирусом герпеса, в которых присутствует необходимый 
вирусный фермент [60]. Ацикловирмонофосфат превращается 
клеточными ферментами в трифосфат (рис. 16.1), который ин¬ 
терферирует с синтезом вирусной ДНК, угнетая вирусную 
ДНК-полимеразу и действуя как терминатор синтеза ДНК в 
случае включения в растущую цепь вирусной ДНК. Более того, 
вирусная ДНК-полимераза угнетается в значительно большей 
степени, чем клеточная ДНК-полимераза а, что обеспечивает до¬ 
полнительное усиление специфичности действия препарата [190]. 



терминатор синтеза 
ДНК-цепи 


Рис. 16.1. Механизм действия ацикловира. 
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Противовирусная активность in vitro 

В культуре ткани ацикловир угнетает HSV [48] и VZV [ 21 ], 
кодирующие свою собственную тимидинкиназу, в значительно 
более низких концентрациях, чем те, при которых он действует 
на клетки хозяина (табл. 16.4). Обезьяний герпесвирус В инги¬ 
бируется аналогичным образом. Цитомегаловирус [204] и вирус 
Эпштейна — Барр [39, 49], не синтезирующие собственной тими- 
динкиназы, угнетаются менее эффективно, чем другие герпесви¬ 
русы человека, хотя данные опытов in vitro позволяют думать, 


Таблица 16.4. Ингибирующие дозы ацикловира в культуре ткани 


Культивируемый вирус 

Концентрация, 

ингибирующая на 50%, мкМ 

Источник 

данных 

Незараженные клетки 

Мононуклеарные клетки крови 

100 

[115] 

Костный мозг 

200 

[144] 

HSV-1 

0,15 

[48] 

HSV-2 

1,62 

[48] 

VZV 

3,65 

[21] 

СМѴ 

>100 

[48] 

ЕВѴ 

7 

[39] 


что при клинически приемлемых концентрациях ацикловира 
может происходить некоторое угнетение вируса, возможно, с по¬ 
мощью механизма, отличающегося от механизма, известного для 
HSV. Комбинация интерферона и ацикловира оказывает в куль¬ 
туре фибробластов синергидный угнетающий эффект на HSV, 
VZV и СМѴ [114, 191]. 

Устойчивость к ацикловиру наблюдается у вирусных мутан¬ 
тов с измененными генами тимидинкиназы или ДНК-полимера- 
зы [22, 37, 47, 67, 165]. Устойчивые мутанты могут быть обна¬ 
ружены в популяциях дикого типа, а мутанты, не имеющие ти- 
мидинкиназной активности, легко могут быть индуцированы 
пассированием HSV в присутствии ацикловира. Такие мутанты 
наблюдали также у больных, лечившихся ацикловиром [27, 166]. 

Активность in vivo на животных 

Местное применение ацикловира эффективно при лечении 
герпетического кератита у кроликов [93], а также поражений 
кожи, вызываемых HSV у мышей [68] и морских свинок [40]. Си¬ 
стемно применяемый ацикловир эффективен при эксперимен- 
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тальных энцефалитах, вызываемых HSV у мышей [143], и при 
заражении кроликов обезьяньим вирусом В [24]. Как видно из 
исследований на животных, если ацикловир дают систематиче¬ 
ски до или сразу же после заражения HSV, то он предотвращает 
развитие латентной инфекции в ганглиях [100]. Однако пред¬ 
существующую латентную инфекцию не удается искоренить да¬ 
же при длительном курсе ацикловира [101]. У ряда дефектных 
по тимидинкиназе устойчивых к ацикловиру штаммов HSV сни¬ 
жается вирулентность и появляется способность вызывать ла¬ 
тентную инфекцию у мышей, но некоторые устойчивые штаммы 
сохраняют вирулентность [65, 66, 177]. Еще предстоит устано¬ 
вить, какое значение имеют эти результаты для лечения че¬ 
ловека. 

Токсичность [203] 

В соответствии со своим механизмом действия ацикловир 
относительно не токсичен для клеток в культуре ткани. Неболь¬ 
шое угнетение пролиферации клеток наблюдали при концентра¬ 
ции выше 100 мкМ [115, 136, 144]. Введение крысам ациклови¬ 
ра в дозе 20 мг/кг или более вызывает дисфункцию почек в свя¬ 
зи с отложением кристаллов препарата в почечных канальцах. 
У собак смертельный цитотоксический эффект наблюдали при 
дозах 100 мг*кг -1 -сут _1 и выше. 

В двух случаях из 11 был выявлен мутагенный эффект при 
высокой концентрации ацикловира in vitro. При этом наблю¬ 
дали хромосомные повреждения в культивируемых лимфоцитах 
и трансформацию клеток BALB/c -ЗТЗ. У крыс и мышей не заре¬ 
гистрировано ни тератогенного, ни канцерогенного эффекта ацик¬ 
ловира. 

Клиническая фармакология [25, 110, 111, 187] 

Ацикловир одобрен Управлением по контролю качества пи¬ 
щевых продуктов, медикаментов и косметических средств США 
(FDA) в 1982 г. в виде 5%-ной мази в полиэтиленгликоле для 
местного применения, а также в виде препарата для внутривен¬ 
ного введения. Пероральные формы исследуют в настоящее вре¬ 
мя. Для внутривенного применения ацикловир получают в виде 
хорошо растворимой в воде натриевой соли. Однако при фи¬ 
зиологических pH максимальная растворимость ацикловира 
(неионизованного) в воде составляет 2,5 мг/мл. Его уровень в 
плазме после внутривенного введения пропорционален дозе. 
При введении дозы (5 мг/кг или 250 мг/м 2 каждые 8 ч), кото¬ 
рую чаще всего используют при лечении заболевания, вызывае¬ 
мого HSV, стабильные средние максимальные уровни препарата 
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в плазме составляли 43 мкМ, или 9,7 мкг/мл. Препарат в неиз¬ 
мененном виде в значительной степени выводится с мочой в ре¬ 
зультате фильтрации в клубочках и секреции [112]. При нор¬ 
мальной функции почек период его полужизни в плазме состав¬ 
ляет 2,5 ч, но он увеличивается до 19,5 ч у больных с анурией. 
При гемодиализе из крови удаляется около 60% ацикловира 
[113]. После введения препарат распространяется по всему орга¬ 
низму. Уровень препарата в спинномозговой жидкости составля¬ 
ет примерно 50% его уровня в плазме. Ацикловир плохо связы¬ 
вается с белком. 

Введенный внутривенно ацикловир хорошо переносился 
больными при клинических испытаниях. Наиболее частыми от¬ 
рицательными реакциями были местные воспаления и сниже¬ 
ние функции почек (у 10% больных в ранних наблюдениях) [94]. 
Эти осложнения аналогичны дисфункции почек, наблюдаемой 
у экспериментальных животных при отложении кристаллов 
ацикловира в почечных канальцах. Если соблюдать правила 
предосторожности: а) избегать быстрого введения препарата с 
образованием припухлости; б) адекватно уменьшать дозы при 
расстройстве функции почек и в) хорошо насыщать организм 
водой — почечные осложнения могут быть в значительной сте¬ 
пени предотвращены. Энцефалопатические изменения наблю¬ 
дались у 1 % больных, получавших ацикловир. 

Перорально введенный ацикловир [208] усваивается относи¬ 
тельно слабо, и его уровень в крови при таком введении значи¬ 
тельно ниже — 3 мкМ при обычной дозе 200 мг. Этой дозы, од¬ 
нако, еще достаточно для угнетения HSV-1 и HSV-2. Поскольку 
этот путь введения, допускающий применение амбулаторного 
лечения, очень привлекателен, были проведены специальные 
клинические испытания. Он хорош также тем, что при харак¬ 
терном для него низком уровне препарата в крови значительно 
уменьшается вероятность почечных осложнений. 


Клинические испытания 

Репрезентативные клинические испытания с соответствующи¬ 
ми контролями суммированы в табл. 16.5. 

Глазная инфекция, вызываемая HSV 

В ранних испытаниях, проведенных с соответствующими кон¬ 
тролями, 3%-ная мазь ацикловира в сочетании с удалением раз¬ 
рушенных клеток, оказалась эффективной в предотвращении 
нарастания эпителиального кератита, вызываемого HSV (за 
7 дней наблюдения) [90]. Ряд последующих наблюдений пока¬ 
зал, что при эпителиальном кератите, вызываемом HSV, мест- 
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Таблица 16.5. Репрезентативные клинические испытания ацикловира, прове¬ 
денные с соответствующими контролями 


Заболевание 

Применение 

Результаты лечения 

Источник 

данных 

Герпетический 

3%-ная мазь, ме- 

Заживление, сравнимое с 

[41, 45, 90, 

кератит 

стное 

наблюдаемым при 

применении других 
местных агентов; нет 
улучшений при по¬ 
ражениях стромы 

108, 146, 

226] 

Герпетическая ин- 

1. 5 %-ная мазь, 

Снижение выделения ви¬ 

[216] 

фекция кожи 
и слизистых у 

местное 

руса, быстрое ослаб¬ 
ление болей 


хозяев с им- 

2. Профилактиче- 

Предотвращение реакти¬ 

[162] 

мунодефици- 

ски в/в 

вации инфекции 


том 

3. Лечение в/в 

Снижение выделения ви¬ 
руса, ускоренное за¬ 
живление, быстрое 
ослабление болей 

[36, 132, 134, 
211] 

Первичный гени¬ 

1. 5 %-ная мазь, 

Снижение выделения ви¬ 

[43] 

тальный гер¬ 
пес 

местное 

руса, быстрое обра¬ 
зование корочки на 
очагах поражения 



2. В/в 

Снижение выделения ви¬ 
руса, быстрое зажив¬ 
ление 

[133] 


3. Пероральное 

То же 

[140] 

Рекуррентный ге¬ 

1. 5 %-ная мазь, 

Отсутствие клинического 

[43] 

нитальный гер¬ 

местное 

улучшения 

[140] 

пес 

2. Пероральное 

Слегка ускоренное за¬ 
живление 

Рекуррентный ла¬ 
биальный гер¬ 

Местное 

Отсутствие клинического 
улучшения 

[189] 

пес (нормаль¬ 
ный хозяин) 




Ветрянка (хозяин 
с иммунодефи¬ 

В/в 

Снижение висцеральных 
осложнений 

[1531 

цитом) 




Опоясывающий 
лишай (нор¬ 
мальный хо¬ 
зяин) 

В/в 

Уменьшение болей, бы¬ 
строе заживление в 
острой фазе; отсут¬ 
ствие эффекта при 
постгерпетической 
невралгии 

[16, 149] 


ное применение ацикловира давало равноценный или даже луч¬ 
ший излечивающий эффект, чем идоксуридина [41, 45], видара- 
бина [146, 226] и трифлюридина [108]. Ацикловирная мазь хорошо 
переносилась; лишь у небольшого числа реципиентов развива- 
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лась точечная кератопатия, что наблюдается также у больных, 
получавших другие глазные противовирусные препараты. Про¬ 
тивовирусная терапия глубоких герпетических поражений, таких 
как заболевания сетчатки или увеиты, остается неудовлетво¬ 
рительной. 


Инфекции, вызываемые HSV у больных 
с дефектами иммунной системы 

Поражения HSV кожи и слизистых у больных с дефектами 
иммунной системы характеризуются длительной репликацией 
вируса; эти поражения являются важными мишенями для про¬ 
тивовирусной терапии. 

В проведенных с соответствующими контролями испытаниях, 

5 %-ную ацикловирную мазь сравнивали с плацебо при лечении 
поражений лица или губ, вызываемых HSV у иммунодефицит- 
ных хозяев, главным образом реципиентов пересаженных по¬ 
чек [216]. Ацикловир уменьшал среднюю продолжительность вы¬ 
деления вируса с 9,5 дней до 2,5 дней; это высокодостоверная 
разница. Среднее время заживления поражений (15—16 дней) 
значительно не различалось у получавших ацикловир или пла¬ 
цебо, однако у больных, леченных ацикловиром, быстрее исчезла 
болезненность поражений. Для полученных во многих испыта¬ 
ниях ацикловира результатов характерно выраженное и значи¬ 
тельное действие препарата на выделение вируса и отсутствие 
какого-либо действия на состояние больного. 

Проведенные в нескольких лечебных центрах и охватываю¬ 
щие 97 больных испытания с соответствующими контрольными 
группами, получавшими плацебо [132], показали, что внутривен¬ 
ное введение ацикловира иммунодефицитным хозяевам с пора¬ 
жениями кожи и слизистых HSV ведет к значительному сокра¬ 
щению длительности выделения вируса, а также к значитель¬ 
ному уменьшению болезненности и зуда в участках поражения 
и ускорению заживления. Аналогичные результаты были отме¬ 
чены и в других испытаниях с контролями, проведенных на осо¬ 
бых группах больных, подвергшихся пересадке почек, сердца 
или костного мозга [36, 134, 211]. Было также продемонстриро¬ 
вано, что профилактическое внутривенное введение ацикловира 
больным с пересаженным костным мозгом предотвращало реци¬ 
дивы инфекции, вызываемой HSV, которые с высокой частотой 
наблюдаются у подобных больных [162]. Однако испытания по¬ 
казали, что после прекращения лечения ацикловиром возникает 
рецидив герпетической инфекции. По-видимому, латентная ин¬ 
фекция в ганглиях, как это было предсказано экспериментами 
на животных, не подвергается действию препарата. Выделение 
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штаммов HSV, устойчивых к ацикловиру, во время или после 
лечения хорошо документировано [27], однако патогенность этих 
штаммов и клинические характеристики вызываемых ими забо¬ 
леваний еще не определены. 

По предварительным данным у больных с иммунодефицитом 
пероральное введение ацикловира оказывает такое же действие 
на вызванное HSV поражение кожи и слизистых, как и внутри¬ 
венное. 


Поражение половых органов 

Опубликованы результаты испытаний, проведенных с соот¬ 
ветствующими контролями, местного применения 5 %-ного ацик¬ 
ловира при лечении генитальных поражений нормального хозяи¬ 
на, вызываемых HSV [43]. При первичной инфекции, когда вы¬ 
деление вируса и само заболевание обычно тянутся дольше, 
наблюдалось значительное улучшение, которое проявлялось в 
прекращении выделения вируса и образовании корки на пора¬ 
женных участках, но время наступления полного выздоровления 
не изменялось. При непервичных начальных инфекциях и при 
рецидивах наблюдалось значительное сокращение времени вы¬ 
деления вируса, но клиническое улучшение было минимальным 
или вообще отсутствовало. В настоящее время проверяют пре¬ 
имущества начала лечения в продромальном периоде рекуррент¬ 
ной инфекции [139]. 

При исследовании действия введенного внутривенно ацикло¬ 
вира на тяжесть первичного поражения гениталий HSV отме¬ 
чено уменьшение продолжительности выделения вируса, форми¬ 
рования новых поражений и симптомов болезни [133]. Средняя 
продолжительность заживления всех поражений значительно 
уменьшалась с 14 дней у получавших плацебо до 7 дней у полу¬ 
чавших ацикловир. Возможно ли предупреждение рецидивов при 
раннем противовирусном лечении первичного генитального гер¬ 
песа? Эта проблема сейчас активно исследуется. Несмотря на 
разрешение FDA, при первичном генитальном герпесе внутри¬ 
венное введение ацикловира, по-видимому, нерационально, так 
как состояние больных, как правило, не бывает настолько тяже¬ 
лым, чтобы применять такое сложное лечение. 

Возможность перорального введения ацикловира была иссле¬ 
дована при лечении первичных и рецидивирующих герпетических 
инфекций половых органов [140]. В этом случае при первичных 
заболеваниях так же, как при внутривенном введении препарата, 
продолжительность выделения вируса заметно снижалась, фор¬ 
мирование новых поражений и длительность проявления симпто¬ 
мов уменьшались, заживление поражений ускорялось. При реци- 
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дивах время выделения вируса и время выздоровления стати¬ 
стически достоверно сокращались примерно на один день (под 
наблюдением было большое число больных). Доля больных, 
у которых после начала лечения появлялись новые поражения, 
также снизилась с 19 % до 2 %. Лечение не снимало болезнен¬ 
ности в участках поражения. Эти результаты говорят о возмож¬ 
ности перорального применения ацикловира при некоторых гени¬ 
тальных герпетических инфекциях, хотя в наиболее часто встре¬ 
чающихся случаях, например при рецидивирующем генитальном 
герпесе, наблюдаемый эффект незначителен. 

Рецидивирующий лабиальный герпес 

Проведенные с соответствующими контролями испытания 
местного применения ацикловира при рецидивирующем пораже¬ 
нии губ HSV у нормальных хозяев показали ускорение исчезно¬ 
вения вируса из очагов поражения у лиц, получавших лекарство 
в течение 8 ч от момента появления поражения, однако клини¬ 
ческого улучшения не наблюдалось [189]. Короткое естественное 
течение этих проявлений затрудняет демонстрацию эффектив¬ 
ности любого противовирусного препарата, который не удаляет 
латентный вирус из ганглиев. 

Инфекции, вызываемые VZV 

Ветрянка и опоясывающий лишай у иммунодефицитных 
хозяев могут протекать очень тяжело и представлять потен¬ 
циальную угрозу жизни. В нескольких центрах проведены кли¬ 
нические испытания внутривенного введения ацикловира та¬ 
ким больным. Исследование небольшой группы больных вет¬ 
рянкой показало, что у 5 из 11 человек, получавших плацебо, 
после начала введения развилась пневмония, тогда как у 
7 больных, получавших ацикловир, она отсутствовала; разница 
находится на пределе достоверности, если учесть количество 
наблюдавшихся больных [153], Так как несколько больных, 
получавших плацебо, были переведены в период испытания 
на ацикловир, какой-либо значительной разницы в сроках вы¬ 
здоровления между двумя группами продемонстрировать не 
удалось. Судя по предварительным результатам, у больных 
€ опоясывающим лишаем под влиянием ацикловира прекра¬ 
щается формирование новых поражений и снижается диссеми- 
нация вируса, однако улучшения состояния больных с пост¬ 
герпетической невралгией продемонстрировать не удалось. 

После внутривенного введения ацикловира (5 мг/кг) с со¬ 
ответствующими контролями нормальным хозяевам [149] на¬ 
блюдалось уменьшение боли в острой фазе опоясывающего 
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лишая и ускорение заживления поражений. Более значитель¬ 
ное улучшение отмечалось среди больных старшего возраста 
при начале лечения в раннем периоде болезни, а также у боль¬ 
ных с температурой. Влияние на постгерпетическую невралгию 
отсутствовало. В других испытаниях с контролями, в которых 
использовали более высокую дозу (500 мг/м 2 ) [16], отмечены 
возвращение болей у некоторых больных, получавших ацикло¬ 
вир, после прекращения 5-дневного курса лечения, а также 
высокая частота токсического эффекта в почках (у 11 из 
19 больных). Дисфункция почек была обратимой и после от¬ 
мены препарата исчезала. 

Другие применения 

В настоящее время в нескольких центрах проводят сравни¬ 
тельное изучение эффективности лечения ацикловиром и вида- 
рабином вызываемых HSV энцефалитов, подтвержденных 
биопсией, а также заболеваний новорожденных, вызываемых 
этим же вирусом. 

Данные в отношении эффективности ацикловира при лече¬ 
нии цитомегаловирусных инфекций противоречивы. Отчасти 
трудности обусловлены неполнотой наших знаний хозяйских 
факторов, влияющих на исход болезни, а следовательно, фак¬ 
торов, которые необходимо контролировать при проведении 
испытаний со случайной выборкой. В одном лечебном учреж¬ 
дении результаты таких испытаний были интерпретированы 
как указывающие на достоверное (на пределе значимости) 
клиническое улучшение у больных, леченных ацикловиром 
[п]. Однако 7 из 8 реципиентов трансплантатов костного мозга 
умерли от подтвержденной биопсией цитомегаловирусной 
пневмонии, несмотря на лечение ацикловиром в больших до¬ 
зах— 1200 мг/м 2 с максимальным уровнем в плазме 
>200 мкМ [210]. 

Лечение ацикловиром инфекции, вызванной вирусом Эп¬ 
штейна—Барр, было неэффективным в случае двух больных 
детей с очень тяжелым течением болезни. Один из них с Х-свя- 
занным лимфопролиферативным синдромом умер [197]. Дру¬ 
гого— с EBNA -положительной лимфомой, осложнившей пере¬ 
садку почки, — лечили несколькими курсами внутривенного 
введения ацикловира в течение 6 мес [74]. В результате лече¬ 
ния наблюдалось очевидное ослабление органических симпто¬ 
мов с временным уменьшением лимфоаденопатии до последней 
стадии, когда прогрессирующая болезнь закончилась смертью, 
несмотря на лечение ацикловиром. Иммунопатологическое ис¬ 
следование выявило эволюцию злокачественных В-клеток от 
поликлонального к моноклональному составу. Интересно, что 
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во время лечения этих больных детей ацикловиром выделение 
вируса Эпштейна—Барр через рот и носоглотку было подав¬ 
лено, но с прекращением введения препарата оно возобновля¬ 
лось, в то время как вирурия (выведение вируса с мочой) 
цитомегаловируса у некоторых больных во время курса лече¬ 
ния сохранялась. Сейчас у студентов проводят контролируе¬ 
мые исследования лечения инфекционного мононуклеоза, вызы¬ 
ваемого вирусом Эпштейна—Барр. 

Ацикловир дает определенный эффект — временное умень¬ 
шение сывороточных вирусных маркеров — при хроническом 
гепатите В [183] и при местном лечении подошвенных борода¬ 
вок [14]. Какие-либо механизмы, объясняющие специфический 
эффект ацикловира при этих заболеваниях, неизвестны. 

Другие аналоги нуклеозидов 

Помимо видарабина и ацикловира в качестве потенциаль¬ 
ных препаратов для противовирусной терапии были исследо¬ 
ваны многие нуклеозидные аналоги, но в настоящее время ни 
один из них не получил широкого распространения. Лишь два 
одобренных FDA препарата этой категории — идоксуридин и 
трифлюридин (трифтортимидин) —используются для местного 
лечения эпителиальных герпетических кератитов. Однако не¬ 
которые из новых агентов этой категории аналогично ацикло¬ 
виру специфически активируются вирусной тимидинкиназой. 
Наилучшими были бы препараты, избирательно действующие 
на вирусы с широким спектром действия в отношении разных 
вирусов и с улучшенными фармакокинетическими свойствами, 
такими как эффективность усвоения в желудочно-кишечном 
тракте. Некоторые из препаратов находятся в ранней стадии 
клинических испытаний. В настоящее время исследуются пре¬ 
параты бормвинилдезоксиуридин (БВДУ), фториодарацитозин 
(ФИАЦ) [118], а также различные производные видарабина 
и ацикловира [185]. Другим аналогом нуклеозидов, для кото¬ 
рого накоплен некоторый клинический опыт, является риба- 
вирин. 

Идоксуридин 

Идоксуридин был первым противовирусным препаратом,, 
оказавшимся эффективным при местном лечении эпителиаль¬ 
ного герпетического кератита [92]. Его используют для этой 
цели и сейчас, хотя часть больных обычно к нему нечувстви¬ 
тельна. Постепенно выявляются штаммы HSV, устойчивые 
к идоксуридину, многие из них чувствительны к другим нук- 
леозидным аналогам, таким как видарабин, трифлюридин или 
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ацикловир. Изучалось также местное применение идоксуриди- 
на для лечения кожных герпетических инфекций. Под дейст¬ 
вием идоксуридина и ДМСО наблюдается некоторое улучше¬ 
ние состояния больного при местных симптомах опоясываю¬ 
щего лишая [119, 223]; эти препараты подавляют также обра¬ 
зование вирусных частиц, но не дают клинического улучшения 
при генитальном герпесе [179]. Следует отметить, однако, что 
местное применение идоксуридина иногда вызывает неблаго¬ 
приятные местные реакции, например сенсибилизацию [5]. 
Сначала идея системного применения идоксуридина при таких 
состояниях, как герпетический энцефалит, была воспринята 
с энтузиазмом, однако впоследствии проведенные с соответст¬ 
вующими контролями клинические испытания показали не 
только отсутствие улучшения, но и высокую токсичность пре¬ 
парата [23]. 

Цитарабин 

Цитарабин (цитозинарабинозид) испытывали в качестве 
противовирусного препарата для системного применения, так 
как он обладал хорошей ингибирующей активностью in vitro 
против герпесвирусов. Но после проведения клинических ис¬ 
пытаний на больных с диссеминированным опоясывающим 
лишаем и с герпетическими энцефалитами выявилась токсич¬ 
ность этого препарата для хозяина и было показано отсутст¬ 
вие у него специфичности в отношении вирусов [163, 192]. 

Трифлюридин 

Трифлюридин (трифтортимидин) является одним из лучших 
среди доступных сейчас препаратов для местного лечения гер¬ 
петических кератитов, что показано в ряде проведенных с со¬ 
ответствующими контролями испытаний [29]. Препарат обла¬ 
дает некоторой активностью in vitro против цитомегаловируса 
[224]; для системного применения в клинике он еще не доста¬ 
точно хорошо охарактеризован. 

Бром винил дезоксиу ридин 

Броминилдезоксиуридин (БВДУ) [4, 55, 56] — высокоактив¬ 
ный препарат против VZV. Он также высокоактивен против 
HSV-1 и менее активен против HSV-2; его избирательная 
активность была использована для идентификации вируса в 
клинических изолятах HSV. Препарат хорошо усваивается при 
пероральном введении и может оказаться полезным для амбу¬ 
латорного лечения болезней, вызываемых VZV, если будут 
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успешными его клинические испытания. Показана его терапев¬ 
тическая эффективность на животных [51, 53, 121, 122] и полу¬ 
чены предварительные обнадеживающие результаты в клинике, 
например при лечении герпетических кератитов и заболеваний, 
вызываемых VZV у больных с угнетением иммунной систе¬ 
мы [54]. 

Рибавирин 

Испытания рибавирина (Виразол к , ІСІ) ведут уже несколь¬ 
ко лет, однако его клинические возможности все еше не ясны. 
Он отличается от других аналогов тем, что не относится ни 
к пуринам, ни к пиримидинам, а состоит из триазольного ком¬ 
понента, присоединенного к рибозе. Он фосфорилируется в 
клетках и ингибирует инозинмонофосфат — дегидрогеназу, 
которая участвует в синтезе гуанозинтрифосфата [196]. Отме¬ 
чено также снижение под действием рибавирина внутрикле¬ 
точного содержания тимидинтрифосфата. Препарат обладает 
широким спектром противовирусной активности in vitro [178]; 
опубликованы данные испытаний на животных (например, 
с вирусом Ласса [178]) и клинических исследований (напри¬ 
мер, при гепатите В [88], кори [206], генитальном герпесе [17]). 
Однако следует отметить, что в основном клинические испы¬ 
тания фокусировались на его применении при гриппе В. В не¬ 
скольких испытаниях с двойным слепым контролем не удалось 
выявить эффективности препарата при его систематическом; 
введении для профилактики или лечения гриппа, так как полу¬ 
ченные результаты были противоречивы [182]. Некоторые ис¬ 
следования позволяют думать об улучшении состояния боль¬ 
ных при использовании рибавирина, другие свидетельствуют 
об отсутствии положительного эффекта. Рибавирин обладает 
системной токсичностью, нарушает многие функции организма, 
в том числе функции печени, и вызывает анемию. Проведен¬ 
ные недавно во время вспышки гриппа А исследования эффек¬ 
тивности вдыхания аэрозоля рибавирина показали у леченых 
больных значительное уменьшение температуры, системных, 
симптомов и выделения вируса [103]. 

Интерфероны (см. гл. 15) 

Клетки позвоночных в ответ на различные индуцирующие 
стимулы синтезируют белки — интерфероны, создающие в клет¬ 
ках хозяина антивирусное состояние с помощью механизма, 
для которого необходим продолжающийся синтез клеточной 
РНК и белков. С момента описания этого феномена в конце 
50-х гг. многое стало известно о природе индуцирующих сти^ 
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мулов, молекулярных характеристиках интерферонов и меха¬ 
низмах, лежащих в основе обусловленного ими антивирусного 
состояния. Кроме того, было обнаружено, что помимо противо¬ 
вирусного действия интерфероны обладают чрезвычайно разно¬ 
образными биологическими активностями. Недавние успехи 
в получении чистых препаратов интерферона в больших коли¬ 
чествах стимулировали широкий интерес к клиническим испы¬ 
таниям экзогенного интерферона для лечения вирусных, пред¬ 
положительно вирусных и неопластических заболеваний. Не 
ослабевает также интерес к клиническому применению синте¬ 
тических индукторов интерферона. 

Номенклатура и характеристика [193] 

На основании иммунной реактивности, лабильности в кис¬ 
лой среде, образующих их клеток, спектра хозяев и недавно 
определенной гомологии аминокислотных последовательностей 
(табл. 16.6) интерфероны разделены на три класса: а, р и у. 


Таблица 16.6. Классификация интерферонов 


Тип 

Типичные проду¬ 

Кислото¬ 

устойчи¬ 

вость 

Молекулярная 

Аминокислотная 

цирующие клетки 

масса 

гомология 

а 

Лейкоциты 

1 

15 000 — 21 000 

40 % гомологии 




(два компонента) 

между а- и р-ин- 
терферонами 

Р 

Фибробласты 

+ 

20 000 


Y 

Т-лимфоциты 


44 000 



* а-Интерферон обычно кислотоустойчив, но существует и кислотолабильная форма. 


а-Интерферон представлен более чем 22 подклассами, очень 
сходными по аминокислотным последовательностям, и соот¬ 
ветствует тому, что ранее называли «лейкоцитарным» интер¬ 
фероном, так как интерферон, индуцированный в лейкоцитах 
периферической крови, состоит в основном из смеси а-под- 
классов. p -Интерфероны, ранее называвшиеся фибробластными 
по клеткам-продуцентам, имеют 40%-ную аминокислотную 
гомологию с а-интерферонами, мол. массу ~ 20 000 и обычно 
гликозилированы. Интерфероны а и р раньше объединяли 
в группу классических или интерферонов типа I. ^-Интерфе- 
рон, прежде известный как «иммунный» интерферон или интер¬ 
ферон типа II, отличается от а- и p -интерферонов по лабиль¬ 
ности в кислой среде и аминокислотной последовательности. 
Обычно у-интерферон продуцируется Т-лимфоцитами в ответ 
на митогены или антигены, к которым эти лимфоциты сенси- 
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билизированы. Получены специфические антисыворотки, ней¬ 
трализующие интерфероны только того класса (а, р или у), 
против которого они приготовлены. Первоначально предпола¬ 
гали, что и интерферон проявляет активность только в отно¬ 
шении тех видов животных, в организме которых он был инду¬ 
цирован, но обнаружилось, что это не совсем верно: например, 
человеческий а-интерферон активен в отношении нескольких 
видов млекопитающих, тогда как человеческие р- и у инте Р' 
фероны имеют более узкий спектр хозяев. Обычно измеряют 
активность интерферона по его защитному противовирусному 
эффекту в культуре ткани; такие анализы трудоемки, и резуль¬ 
таты их значительно варьируют от одного определения к дру¬ 
гому. С появлением гомогенных препаратов интерферона был 
разработан иммунологический метод его количественного опре¬ 
деления. 


Биологическая активность интерферона [193] 

Индукция 

Продукция интерферона в клетках хозяина может индуци¬ 
роваться вирусом или (при определенных экспериментальных 
условиях) двухцепочечной РНК, синтетическими полирибонук- 
леотидами, высокомолекулярными и низкомолекулярными ве¬ 
ществами (к последним относится, например, тилорон). Неко¬ 
торые из этих веществ исследованы с целью выяснения, 
возможно ли их использование в клинике. Молекулярные меха¬ 
низмы индукции интерферонов остаются неясными. Интерферон 
участвует в регуляции своего собственного синтеза с помощью 
процессов, известных как праймирование (увеличение индук¬ 
ции интерферона после воздействия им в низких концентра¬ 
циях) и блокирование (отсутствие индукции интерферона после 
воздействия им в высоких концентрациях). Кроме того, изме¬ 
нения в условиях индукции могут привести к гипореактивности 
и супериндукции . 

Противовирусная активность 

До недавнего времени сведения о механизме противовирус¬ 
ного действия интерферона были скудны. Было известно лишь 
то, что интерферон связывается с клеточной поверхностью, что 
противовирусная активность зависит от синтеза РНК и белка 
в клетках реципиента и что благодаря этой зависимости по¬ 
давляются вирусная транскрипция и(или) трансляция. Недав¬ 
но были обнаружены новые белки, синтезируемые в ответ на 
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Таблица 16.7. Зависимые от двухцепочечной РНК ферментативные активности,, 
индуцируемые интерфероном 


Фермент 

Действие 

Протеинкиназа 

Фосфорилирует eIF-2; угнетает инициацию син¬ 
теза полипептидной цепи 

2',5'-Олигоаденилат — 

Активирует эндорибонуклеазу; деградирует 

синтетаза 

мРНК 


интерферон (табл. 16.7). При изучении механизмов, участвую¬ 
щих в выраженном подавлении белкового синтеза, в экстракте 
обработанных интерфероном клеток под действием двухцепо¬ 
чечной РНК (дцРНК) были обнаружены ферментативные ак¬ 
тивности, которые проявлялись только в присутствии дцРНК 
и АТР [10, 227]. Одним из ферментов оказалась г^б'-олиго- 
аденилат— синтетаза, синтезирующая 2 / ,5 / -олигоаденилаты [96], 
а другим — протеинкиназа, фосфорилирующая некоторые бел¬ 
ки, в том числе фактор инициации eIF-2 (необходимый для 
инициации синтеза пептидов). Обнаружено также, что 2 А ,5 / -оли- 
гоаденилаты активируют эндонуклеазу, которая может вызы¬ 
вать деградацию вирусной или клеточной мРНК. Фосфоди- 
эстеразная активность, также обнаруженная в обработанных 
интерфероном клетках, по-видимому, регулирует этот процесс,, 
вызывая деградацию ^б'-олигоаденилата. Сообщалось также» 
что в клеточных экстрактах, обработанных интерфероном, по¬ 
следний нарушает метилирование или кэпирование нуклеотидов 
на б'-конце мРНК [174], и это может влиять на способность 
мРНК связываться с рибосомами. Хотя эти последние наблю¬ 
дения позволяют представить механизмы, с помощью которых 
может подавляться синтез белка, например путем деградации 
мРНК или на уровне трансляции, специфичность противовирус¬ 
ного действия интерферона до настоящего времени объяснить 
не удалось. 

Влияние на клетки хозяина 

С первых дней изучения интерферона было известно, что в 
обработанных интерфероном клетках хозяина происходят раз¬ 
личные изменения, не связанные с резистентностью к вирусу 
(табл. 16.8). Сначала сомневались, действительно ли эти изме¬ 
нения обусловлены интерфероном или какими-либо компонен¬ 
тами, присутствующими в препаратах интерферона. Однако 
теперь, когда эти эффекты продемонстрированы в опытах 
с практически чистыми препаратами интерферона, сомнений 
больше не осталось [9]. 
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Таблица 16.8. Некоторые эффекты интерферонов, 
отличные от противовирусного 


Угнетение роста клеток 
Модулирование иммунитета 
Изменение клеточной поверхности 
Действие на дифференцировку клеток 
Изменение клеточного метаболизма 


Одним из наиболее важных эффектов интерферона явля¬ 
ется угнетение клеточной пролиферации. Интерферон задержи¬ 
вает развитие различных фаз клеточного цикла и переход кле¬ 
ток от фазы покоя к фазе синтеза ДНК и репликации [46]. 
Антипролиферативный эффект наблюдали in vitro в опытах 
на животных и при неопластических образованиях человека. 
Именно им объясняют подавление функций костного мозга под 
действием интерферона, и именно на нем основаны надежды 
на лечение рака интерфероном. 

Интерферон модулирует несколько звеньев гуморального и 
клеточного иммунитета [194]. Под его влиянием может умень¬ 
шаться или увеличиваться в зависимости от условий экспери¬ 
мента синтез антител, повышаться активность естественных 
киллеров, цитотоксичность Т-клеток и макрофагальный фаго¬ 
цитоз, снижаться гиперчувствительность замедленного типа, 
отторжение трансплантатов и реакция «трансплантат против 
хозяина». Эти и другие эмпирические факты, а также влияние 
интерферона на клеточные поверхности, на дифференцировку 
и подвижность клеток пока недостаточно изучены на молеку¬ 
лярном уровне. 

Производство интерферона 
для клинического применения 

Разработано несколько методов получения интерферона в 
количествах, достаточных для клинического использования. 
В настоящее время известно несколько видов интерферона, 
получаемых из разных источников. 

Лейкоцитарный интерферон 

В соответствии с методом, впервые примененным в финской 
службе переливания крови, лейкоцитарный интерферон произ¬ 
водят в больших количествах с помощью человеческих лейко¬ 
цитов, которые праймируют интерфероном и индуцируют инак¬ 
тивированным нагреванием вирусом Сендай [28]. Интерферон 
частично очищают осаждением тиоцианатом калия с после- 
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дующим растворением и избирательным осаждением из холод¬ 
ного раствора этанола. Получен препарат, содержащий около 
1 % а-интерферона с выходом примерно от 1 до 4 млн. ед. на 
единицу крови. До недавнего времени это был основной источ¬ 
ник интерферона для клиники. 

Лимфобластный интерферон [77] 

Клеточная линия лимфобластов Namalva (содержащая 
геном вируса Эпштейна—Барр) может расти в суспензионной 
культуре до высокой плотности. В этих клетках интерферон 
индуцируется парамиксовирусом, и в результате стандартной 
очистки его получают в значительно более чистом виде, чем 
лейкоцитарный интерферон. Обычно препарат содержит около 
85 % а-интерферона и 15 % p -интерферона. Разработка мето¬ 
дов получения интерферона в больших количествах позволила 
провести его клинические испытания [152]. 

Рекомбинантный интерферон 

После успешного клонирования генов интерферона и их 
экспрессии в бактериях [138, 200] несколько компаний начали 
производство препарата в коммерческих масштабах. a-2 -Интер- 
ферон проверяется в клинике с 1981 г., и с увеличением до¬ 
ступности этого препарата быстро накапливается связанный 
с ним клинический опыт. Рекомбинантные препараты состоят 
из молекул только одного вида, и их клинический эффект мо¬ 
жет отличаться от эффекта интерферона, получаемого из при¬ 
родных источников. 

Фибробластный интерферон 

Фибробластный интерферон образуется фибробластами в 
культуре клеток после предварительного праймирования интер¬ 
фероном и индукции poly (I)-poly (С) при обработке культуры 
ингибиторами синтеза РНК или белка (супериндукция) [19]. 
С полученным препаратом проводили ограниченные клиниче¬ 
ские испытания. По фармакокинетическим свойствам он отли¬ 
чается от а-интерферона. 

Противовирусная активность in vitro 

Спектр противовирусной активности интерферона очень ши¬ 
рок, причем для некоторых вирусов характерна повышенная 
чувствительность к угнетающему действию интерферона in 
vitro [193]. Исследования показали, что, например, вирус вези- 
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кулярного стоматита чрезвычайно чувствителен к интерферону, 
в то время как чувствительность герпесвирусов значительно 
меньше. Поскольку на размножение вирусов в культуре влияют 
многочисленные факторы, такие как множественность зараже¬ 
ния, наличие или отсутствие ассоциации вируса с клетками, 
уровень подавления в различных системах определения сильно 
варьирует. Например, эффект интерферона менее выражен 
в отношении клеток, зараженных СМѴ [84] и VZV [156], чем 
в отношении внеклеточного вируса, а с увеличением множест¬ 
венности заражения количество интерферона, требующееся для' 
угнетения вируса, возрастает. 

Противовирусная активность in vivo [193] 

В профилактических и терапевтических исследованиях 
с экзогенными интерферонами in vivo используют большое раз¬ 
нообразие животных, индуцирующих вирусов, схем введения 
и доз интерферона. Опыт, накопленный на сегодняшний день, 
показывает, что профилактика или раннее лечение интерферо¬ 
ном намного эффективнее лечения, которое начинают прово¬ 
дить после появления симптомов заболевания. Во многих слу¬ 
чаях противовирусный эффект улучшается также при увеличе¬ 
нии доз интерферона. Показано, что местное применение 
интерферона эффективно при поражении глаз и кожи кролика 
вирусом осповакцины, а также при герпетическом кератите 
обезьян. Системное применение интерферона защищает мы¬ 
шей от внутримозгового заражения VSV; отмечено также сни¬ 
жение смертности мышей, леченных интерфероном в течение 
четырех дней после интраназального заражения их тем же 
вирусом. Интерферон защищает обезьян против заражения 
вирусом осповакцины и HSV и обладает некоторой эффектив¬ 
ностью против вируса бешенства при введении после зараже¬ 
ния [83]. 

Клиническая фармакология [18, 126] 

При клинических испытаниях препараты интерферона вво¬ 
дили местно, внутримышечно, подкожно, внутривенно и в спин¬ 
номозговой канал. До недавнего времени фармакокинетические 
исследования интерферона осложнялись вариабельностью со¬ 
става и биологической активности различных его препаратов, 
а также неизбежной вариабельностью при биологических опре¬ 
делениях активности интерферона. Успехи, достигнутые в по¬ 
лучении рекомбинантных препаратов, и развитие иммунных 
методов их определения облегчили работу в этой области; 
обнаружено, что рекомбинантный a-2 -интерферон и лейкоци- 
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тарный интерферон имеют сходную фармакокинетику [72]. 

При внутривенном введении интерферон быстро выводится 1 
из кровотока (с периодом полужизни ~ 10 мин), после чего 
в крови сохраняется остаточная фракция. Первоначальное 
быстрое исчезновение, возможно, обусловлено связыванием 
интерферона с тканями. При длительном введении интерферон 
сохраняется в кровеносной системе с периодом полужизни от 2 
до 4 ч. У некоторых больных внутривенное введение лейко¬ 
цитарного интерферона вызывает тяжелые системные реак¬ 
ции [195]. 

После внутримышечного или подкожного введения уровень 
лейкоцитарного интерферона достигает максимума через не¬ 
сколько часов и еще определяется в крови через 24 ч. Таким 
образом, допустимо введение интерферона один или два раза 
в сутки. При внутримышечном введении рекомбинантного 
интерферона в дозе 18 - ІО 6 ед. достигается уровень ~150 ед. /мл. 
Фибробластный интерферон при внутримышечном введении не 
достигает удовлетворительного уровня [20, 125]. 

Интерферон плохо проникает в межклеточное пространство 
и в спинномозговую жидкость и плохо усваивается при перо¬ 
ральном введении. При интраназальном введении он быстро 
выводится, но путем повторных введений в больших количест¬ 
вах можно поддерживать необходимый уровень. Метаболиче¬ 
ская судьба интерферона изучена недостаточно. С мочой он 
выводится незначительно, а относительно его распада в печени 
или экскреции с желчью данных нет. Интерферон влияет на 
обмен других препаратов, возможно, путем воздействия на 
систему цитохрома Р-450. Не исключено, что это связано 
с цитотоксичностью одновременно вводимых препаратов; так, 
например, видарабин при введении совместно с интерфероном 
проявляет большую нейротоксичность [160]. 

Применяемый для лечения интерферон вызывает ряд по¬ 
бочных явлений, главным образом лихорадку, утомление, ано¬ 
рексию, потерю веса, тошноту и рвоту, угнетение костного' 
мозга, боль в месте инъекции, лимфоаденопатию и небольшую 
потерю волос [170]. Лихорадка, как правило, исчезает через 
несколько дней, несмотря на продолжающееся лечение интер¬ 
фероном; конституционные симптомы сохраняются и время от 
времени становятся факторами, требующими ограничения 
дозы. Угнетение костного мозга зависит от дозы и проявляется 
в снижении содержания гранулоцитов, ретикулоцитов, тромбо¬ 
цитов и иногда лимфоцитов. В некоторых случаях может по¬ 
требоваться ограничение дозы. После отмены препарата гра¬ 
нулоциты и тромбоциты, количество которых снизилось под 
влиянием интерферона, имеют тенденцию к быстрому восста¬ 
новлению (1—2 дня). У некоторых больных наблюдался повы- 
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шенный уровень сывороточной трансаминазы. Идентичность 
побочных эффектов, наблюдаемых при использовании лейко¬ 
цитарного интерферона и рекомбинантного препарата со сте¬ 
пенью чистоты выше 95 %, свидетельствует о том, что побочные 
эффекты вызываются непосредственно интерфероном, а не за¬ 
грязняющими примесями [72, 85, 176]. Имеются данные об 
образовании противоинтерфероновых антител к фибробласт¬ 
ному интерферону [207]. 

Клинический опыт использования экзогенного интерферона 
в качестве противовирусного агента (58, 59) 

Результаты испытаний с соответствующими контролями 
суммированы в табл. 16.9. 


Таблица 16.9. Проведенные с соответствующими контролями репрезентативные 
клинические испытания интерферонов как противовирусных агентов 


Заболевание 

Применение 

Результаты лечения 

Источник 

данных 

Профилактика ринови- 
русных заболеваний 
(насморк) 

Местное 

Уменьшение частоты за¬ 
болеваний и выделе¬ 
ния вируса после за- 

О W О И Т/Т о 

[127, 169] 

Герпетические кератиты 

Местное 

рсІЖсгіИЛ 

Ускорение заживления 

при сочетании с уда¬ 
лением обломков 

клеток 

[89, 198] 

Опоясывающий лишай у 
им му нодефицитных 
хозяев 

В/м 

Ускорение заживления 
кожных поражений; 
меньшая кожная и 
висцеральная диссе- 
минация, уменьше¬ 
ние частоты постгер¬ 
петических неврал¬ 
гий 

[129] 

Ветрянка у иммунодефи- 
цитных хозяев 


Уменьшение формирова¬ 
ния пузырьков 

[8] 

Лабиальный герпес, про¬ 
филактика после хи¬ 
рургической опера¬ 
ции на тройничном 


Уменьшение реактивации 
лабиального герпеса 

[147] 

нсрвб 

Герпесвирусные инфек¬ 
ции, профилактика 
после транспланта¬ 
ции почек 


Отсутствие статистичес¬ 
ки достоверного кли¬ 
нического эффекта, 
уменьшение реакти¬ 
вации СМѴ; отсутст¬ 
вие статистически 

достоверного дейст¬ 
вия на HSV и ЕВѴ 

[31, 32] 
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Кератиты, вызываемые HSV 

Для выявления профилактического или лечебного действия 
интерферона при герпетических дендритных кератитах необхо¬ 
дима местная обработка высокоактивными препаратами интер¬ 
ферона вместе с некоторыми формами дополнительной тера¬ 
пии. Например, в ходе местного лечения препаратами лейко¬ 
цитарного интерферона в дозе 33• ІО 6 ед./мл или 1Ы0 6 ед./мл 
при минимальном удалении разрушенных клеток процент реци¬ 
дивов составлял 20 и 30 % соответственно при 49 % рецидивов 
в группе лиц, получавших плацебо. Это статистически досто¬ 
верная разница между группами лиц, получавших высокую 
дозу интерферона и плацебо [89]. Аналогично при совместном 
применении лейкоцитарного интерферона (3- ІО 6 ед./мл) и 
термокаутеризации время заживления меньше чем при одной 
термокаутеризации [198]. Показано также, что в этих условиях 
эффективен фибробластный интерферон, причем эффективность 
его комбинации с трифлюридином выше, чем эффективность 
трифлюридина [56]. 


Эпидемические кератоконъюнктивиты 

При местном применении препаратов человеческого фибро- 
бластного интерферона в испытаниях с соответствующими 
контролями уменьшались продолжительность заболевания и 
количество осложнений у больных аденовирусными керато¬ 
конъюнктивитами [158]. Согласно результатам других предва¬ 
рительных испытаний, проведенных с соответствующими конт¬ 
ролями, лейкоцитарный интерферон не давал такого эффек¬ 
та [190]. 

Респираторные вирусные инфекции 

В связи с быстрым удалением интерферона при местном 
интраназальном применении для получения требуемого эффек¬ 
та необходимо частое введение больших доз интерферона или 
другие методы поддержания достаточной местной концентра¬ 
ции интерферона. В ранних экспериментах [127] было пока¬ 
зано, что при частом интраназальном распылении интерферона 
в течение четырех дней после заражения риновирусом при 
тотальной дозе лейкоцитарного интерферона 1,4- ІО 7 ед. 
тяжесть заболевания и выделение вируса уменьшались, если 
заражение проводили на второй день после начала введения 
интерферона. В более поздних экспериментах с очищенным 
[169] и рекомбинантным интерфероном [168] этот эффект под¬ 
твердился. Терапевтическая эффективность интерферона до сих 
пор не продемонстрирована. 
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Инфекции, вызываемые YZV 

В испытаниях с соответствующими контрольными группами 
показано, что в случае опоясывающего лишая у иммуносупрес- 
сированного хозяина раннее 1-недельное системное введение 
лейкоцитарного интерферона (5* ІО 5 ед. -кг^-сут -1 ) ускоряет 
заживление кожных поражений, уменьшает кожную и орган¬ 
ную диссеминацию, а также степень постгерпетической неврал¬ 
гии [129]. Сокращенный 2-дневный курс лечения не влияет 
на течение болезни при первичной дерматоме, но уменьшает 
кожную диссеминацию и постгерпетическую невралгию [128]. 
В нескольких центрах были проведены испытания с контро- 
лями лейкоцитарного интерферона при ветрянке у детей, стра¬ 
дающих раком. В них было показано, что при ранней терапии 
время формирования новых пузырьков уменьшается [8]. Угро¬ 
жающая жизни диссеминация (пневмония, энцефалиты, крово¬ 
точивость, тяжелые гепатиты) наблюдалась у 3 из 18 реци¬ 
пиентов плацебо и полностью отсутствовала у 21 реципиента 
интерферона (р=0,11). 


Профилактика герпесвирусных инфекций 

В испытаниях с контролями исследовали полезность систем¬ 
ного применения интерферона для профилактики инфекций, 
вызываемых HSV, СМѴ и ЕВѴ в некоторых группах высокого 
риска. Среди больных, подвергавшихся операциям корня трой¬ 
ничного нерва, имевших в анамнезе герпетические поражения 
губ, после операции наблюдали большое число случаев реак¬ 
тивации HSV. В этой ситуации профилактическое внутримы¬ 
шечное введение лейкоцитарного интерферона (7- ІО 4 ед.Х 
Хкг^сут -1 в течение 5 дней, начиная с дня, предшествующего 
операции) уменьшало частоту вирусологической и (или) клини¬ 
ческой реактивации [147]. Разница между группами, получав¬ 
шими плацебо и интерферон, основывающаяся только на кли¬ 
нической реактивации, была статистически недостоверна. 
Никакого влияния на частоту последующих случаев реактива¬ 
ции не наблюдалось. В проведенных с соответствующими конт¬ 
ролями испытаниях профилактического внутримышечного 
6-недельного введения лейкоцитарного интерферона больным 
с трансплантацией почки [31, 32] частота реактивации HSV и 
ЕВѴ значительно не изменялась, однако у реципиентов пла¬ 
цебо выделение СМѴ начиналось раньше и виремия наблю¬ 
далась чаще. Введение антитимоцитарного глобулина противо¬ 
действовало положительному эффекту интерферона. В другом 
исследовании, проведенном на той же популяции больных* 
показано отсутствие улучшения при внутримышечном введе- 




126 Глава 16 


нии фибробластного интерферона, причем интерферон в сыво¬ 
ротке в этом случае не определялся [213]. 


Инфекции, вызываемые вирусом гепатита В 

В кратковременных клинических испытаниях, проведенных 
с контрольными группами [215] или без них [71], лейкоцитар¬ 
ный интерферон временно уменьшал репликацию вируса гепа¬ 
тита В, измеряемую по ДНК-полимеразной активности сыво- 
роточных частиц Дейна. В клинических испытаниях [171—173], 
проведенных без соответствующих контрольных групп, иногда, 
особенно у женщин, наблюдалось долговременное угнетение 
активности вируса гепатита В, связанное с действием интер¬ 
ферона, причем такой результат чаще наблюдали при комби¬ 
нации интерферона с видарабином. В связи с тем что комби¬ 
нированное применение этих препаратов потенциально более 
токсично, чем применение любого из них по отдельности, в ис¬ 
пытаниях с соответствующими контролями изучается эффек¬ 
тивность и безопасность терапевтического режима ежемесяч¬ 
ного чередования интерферона и видарабинмонофосфата [184]. 


Цитомегаловирусная инфекция 

При системном применении лейкоцитарного интерферона 
у младенцев с врожденной инфекцией СМѴ временно угне¬ 
тается вирурия (выведение вируса с мочой) [6, 62]. У реци¬ 
пиентов костного мозга, больных СМѴ-пневмонией с тяжелым 
угнетением иммунной системы, лейкоцитарный интерферон — 
один или в комбинации с видарабином [130] — не предотвра¬ 
щал смертности и не устранял вирус из легких. 

Врожденная краснуха 

У трех младенцев с синдромом врожденной краснухи лече¬ 
ние лейкоцитарным интерфероном привело к временному сни¬ 
жению выделения вируса из глотки, но при этом в глотке и 
в моче он по-прежнему присутствовал [7]. При лечении интер¬ 
фероном краснухи описаны единичные случаи прекращения 
виремии, но без устранения вирурии [109]. 

Другие вирусные инфекции 

Известен единичный случай выздоровления леченного интер¬ 
фероном и гипериммунным глобулином больного, заразивше¬ 
гося в лаборатории вирусом Эбола, правда, роль интерферона 
в выздоровлении неизвестна [63]. Имеется одно сообщение 
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о том, что интерферон не изменил течения болезни Крейц- 
фельда—Якоба [105]. В ряде публикаций сообщается о смерти 
больных с симптомами бешенства, несмотря на лечение их 
интерфероном, который вводили в спинномозговой канал [30]. 
Двое детей с острым лимфоидным лейкозом, находившиеся 
в состоянии ремиссии, умерли от коревой энцефалопатии, не 
реагируя на интерферон [141]. Лечение фибробластным интер¬ 
фероном не вызвало улучшения у больного подострым склеро¬ 
зирующим панэнцефалитом [12]. В результате системного и мест¬ 
ного лечения интерфероном, по-видимому, улучшается состоя¬ 
ние при ювенильном ларингиальном папилломатозе [73]. 
Давало эффект введение лейкоцитарного интерферона в боро¬ 
давки у человека [148]. 

Индукторы интерферона 

Интерес к индукторам интерферона в значительной мере 
сосредоточен на синтетическом полирибонуклеотиде poly (I) • 
•poly (С). Большинство работ с ним было сделано в те вре¬ 
мена, когда препараты экзогенного интерферона были по суще¬ 
ству недоступны для клинического использования. В ряде 
клинических испытаний не удалось продемонстрировать зна¬ 
чительного эффекта poly (I)-poly (С) при лечении вирусных 
инфекций [64, 69]. Хотя неблагоприятные реакции, такие как. 
лихорадка, тошнота, рвота, были относительно умеренными и 
легко переносились больными [44], результатом введения 
poly (I) -poly (С) было развитие гипореактивности, из-за которой 
при последующем введении индуктора синтезировалось меньше 
интерферона. Однако эффект гипореактивности снижается при 
введении комплекса poly (I)-poly (С) с полилизином и кар- 
боксиметилцеллюлозой [poly(ICLC)]. Этот комплекс активно 
индуцирует интерферон, и недавно начаты его клинические 
испытания [116]. Некоторые низкомолекулярные индукторы 
интерферона привлекают к себе внимание в связи с тем, что 
они активны в опытах на животных, однако их эффективность 
в индукции интерферона у человека показать не удалось. Один 
из таких агентов, тилорон, вызвал ретинопатию. 

Амантадин и римантадин 

Амантадин был лицензирован в США в 1966 г. для профи¬ 
лактики «азиатского» гриппа (H2N2); впоследствии показания 
к применению были расширены и включили в себя профилак¬ 
тику и раннее лечение всех инфекций, вызываемых вирусом 
гриппа А. Кроме того, имеются клинические данные об исполь¬ 
зовании его для лечения болезни Паркинсона. Римантадин 
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в настоящее время проходит испытания. Химически амантадин 
представляет собой 1-адамантанамин, а римантадин является 
а-метилпроизводным амантадина. 

Противовирусная активность in vitro [50, 205] 

В культуре ткани амантадин угнетает размножение всех 
испытанных до настоящего времени подтипов вируса гриппа А, 
правда, чувствительность штаммов к нему варьирует. При пас¬ 
сировании вирусов в присутствии препарата развивается ус¬ 
тойчивость к нему. Амантадин обладает также активностью 
in vitro против вируса гриппа С, вируса Сендай, вируса псевдо¬ 
бешенства, вируса денге и вируса краснухи. Большинство дру¬ 
гих вирусов устойчивы к препарату. К ним относятся вирус 
гриппа В, вирусы парагриппа типа 1—3 и респираторно-синци¬ 
тиальный вирус. Римантадин имеет такой же противовирусный 
спектр, как амантадин. 

Показано, что амантадин действует на ранних стадиях 
вирусной инфекции [180]. Электронно-микроскопические иссле¬ 
дования свидетельствуют о том, что препарат предотвращает 
раздевание вируса после его проникновения в клетки. Возмож¬ 
но также, что он действует на инициацию транскрипции РНК. 

Противовирусная активность in vivo 

Если мышам перед их заражением вирусом гриппа А ввести 
амантадин, то эффективность заражения, процент пневмоний 
и смертность значительно снижаются [50]. Есть сообщение 
о том, что римантадин эффективнее, чем амантадин, предот¬ 
вращал размножение вируса, измеряемое по передаче инфек¬ 
ции путем контактов с зараженными животными [167]. Если 
амантадин вводили мышам через 48 ч после заражения, то 
наблюдали некоторое увеличение выживаемости [123]. Аманта¬ 
дин не обладал активностью против вируса краснухи у мака- 
ков-резусов, хомячков и кроликов. 

Токсичность 

Амантадин слаботоксичен для животных, но он снижает 
плодовитость и является тератогенным для крыс; следователь¬ 
но, его применение во время беременности нельзя считать 
безопасным. 

Клиническая фармакология [142] 

Амантадин поставляется в виде гидрохлорида и хорошо 
усваивается при пероральном приеме. Для профилактики виру- 
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са гриппа А амантадин используют обычно в дозе 100 мг два 
раза в день. Концентрация амантадина в сыворотке и в носо¬ 
вом секрете достигает максимума через 4 ч после введения 
препарата в дозе 2,5 мг/кг и составляет 0,3 мкг/мл и 0,02— 
0,8 мкг/мл соответственно. Эти концентрации ниже концентра¬ 
ций, необходимых для подавления размножения многих штам¬ 
мов вируса гриппа А in vitro на 50 %. Около 90 % введенной 
дозы выводится в неизмененном виде с мочой. 

При проведении испытаний с вирусом гриппа у лиц, полу¬ 
чавших амантадин, в 1—10 % случаев развивались симптомы 
со стороны ЦНС, такие как сонливость, затруднения в кон¬ 
центрации внимания, головокружение и беспокойство [26]. 
В большинстве случаев частота таких симптомов значительно 
не отличалась в группах, получавших плацебо, и группах, 
получавших амантадин. При введении более высоких доз аман¬ 
тадина, таких как при лечении болезни Паркинсона, токсич¬ 
ность в отношении ЦНС проявляется чаще, причем к перечис¬ 
ленным выше симптомам добавляются ретикулярит и отек 
лодыжек. При лечении римантадином неблагоприятные побоч¬ 
ные реакции встречаются реже [80]. 


Клиническое изучение 
Профилактика вируса гриппа А 

В условиях двойного слепого теста с применением плацебо 
было показано, что под влиянием амантадина эффективность 
заражения вирусом гриппа А (штаммы H2N2 и H3N2) умень¬ 
шается примерно на 50%; измерения проводили по серокон- 
версиям или по появлению симптомов [186, 201]. Аналогичные 
данные были получены для римантадина. Во время эпидеми¬ 
ческих вспышек вируса гриппа А в полевых испытаниях, про¬ 
веденных с соответствующими контролями, было показано, что 
у лиц, получавших амантадин, заболеваемость уменьшается 
на 50—90 % [57, 135, 154]. Однако в предотвращении гриппа В 
амантадин не эффективен. 

Лечение гриппа А 

Когда амантадин начинали давать больным в период 24— 
48 ч от момента появления симптомов гриппа А, продолжи¬ 
тельность и уровень повышенной температуры уменьшались, 
причем это уменьшение было статистически достоверно [70, 79, 
102, 202, 225]. Вместе с тем показать влияние амантадина на 
гриппозную пневмонию не удалось. Для достижения более вы- 
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сокой концентрации препарата использовали интраназальное 
применение аэрозолей амантадина и римантадина [78]. При 
этом наблюдали некоторое местное раздражение от аэрозоля, 
но симптомы болезни исчезали быстрее. 

Показания для клинического применения 

Амантадин не нашел широкого применения при лечении 
гриппа А. Это связано с трудностями идентификации возбуди¬ 
теля вспышки, неблагоприятным воздействием препарата на 
цнс и органы размножения хозяина, а также неполнотой 
защиты при его введении [159]. Обычно амантадин рекомен¬ 
дуют использовать для а) лиц, контактирующих с больными 
дома, б) персонала и пациентов больниц при появлении там 
больного гриппом А, в) лиц, находящихся в домах престаре¬ 
лых и других подобных учреждениях, г) лиц, страдающих 
сердечными или респираторными заболеваниями (в комбина¬ 
ции с вакцинацией), д) усиления эффекта вакцинации в период 
высокого риска или при появлении новых штаммов вируса 
гриппа А, е) невакцинированного персонала учреждений, об¬ 
служивающих население в период эпидемической вспышки, 
и ж) больных с симптомами гриппа А в течение 48 ч от момен¬ 
та появления симптомов при наличии у них сопутствующих 
заболеваний. 


Другие противовирусные вещества 
Арилдон 

Арилдон [97] — плохо растворимый в воде феноксилдике- 
тон — обладает активностью in vitro против различных ДНК- и 
РНК-содержащих вирусов, однако до настоящего времени он 
испытан только при местном лечении заболеваний, вызываемых 
HSV. Для этой цели арилдон используют в виде раствора 
в полиэтиленгликоле или ДМСО или в виде эмульсионного кре¬ 
ма. Опыты на животных и предварительные испытания в кли¬ 
нике дали положительные результаты, которые позволяют 
предположить, что препарат подавляет раздевание вируса. 

Фосфоноуксусная и фосфономуравьиная кислоты 

Фосфоноуксусная и фосфономуравьиная кислоты избира¬ 
тельно подавляют ДНК-полимеразу HSV [33, 117], правда, 
соответствующая мутация гена этого фермента может придать 
ему устойчивость к ним. Ингибирующая активность препара- 



Противовирусная химиотерапия 131 


тов наблюдалась также против других герпесвирусов, в том 
числе СМѴ [212]. Фосфономуравьиная кислота угнетает также 
ДНК-полимеразу вируса гепатита В [82] и обратную транскрип¬ 
тазу ретровирусов. До настоящего времени исследования про¬ 
водились in vivo главным образом на животных; они показали, 
что фосфоноуксусная кислота обладает значительной систем¬ 
ной токсичностью, тогда как фосфономуравьиная кислота пере¬ 
носится животными лучше. Накопление фосфонатов в костях 
осложняет лечение этими кислотами, так как не исключены 
отрицательные побочные эффекты накопленных солей. Местное 
применение этих препаратов было успешным на животных при 
кожных поражениях HSV [3, 95]; начаты клинические испыта¬ 
ния фосфономуравьиной кислоты при генитальной герпетиче¬ 
ской инфекции. 

Метисазон 

Метисазон (N -метилизатин-^-тиосемикарбозон) —это один 
из представителей класса препаратов с противовирусной ак¬ 
тивностью, направленной на поксвирусы, который имеет сей¬ 
час главным образом исторический интерес. Механизм его 
действия остается неясным; по-видимому, препарат действует 
на относительно поздние стадии репликации вируса, после на¬ 
чала репликации вирусной ДНК. В те времена, когда оспа 
еще была широко распространена в Индии, в полевых испы¬ 
таниях показали эффективность метисазона в предотвращении 
оспы у лиц, контактировавших с больными [15]. Однако этот 
результат был получен далеко не во всех испытаниях; в неко¬ 
торых он оказался отрицательным [81]. Не удалось получить 
улучшения у больных оспой в клинике. Сообщалось об эффек¬ 
тивном использовании метисазона для лечения осложнений 
при противооспенной вакцинации, однако эти испытания плохо 
контролировались [124]. В качестве побочного эффекта препа¬ 
рата часто бывает рвота, поэтому его применяют дробными 
дозами по два или более раз в день. 

Заключение 

В настоящее время разработана клиническая противовирус¬ 
ная терапия, и, вероятно, со временем она будет играть все 
более важную роль. Когда в местных больницах станет боль¬ 
ше клинических лабораторий быстрой диагностики, появится 
возможность более тщательного лечения вирусологических 
больных. В целях лучшего подбора противовирусных препара¬ 
тов необходимо детально изучать естественное течение вирус¬ 
ных заболеваний. Нет сомнений, что в будущем при расшире- 
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нии использования противовирусных препаратов возникнут 
новые проблемы, связанные с устойчивостью к ним вирусов, 
а также побочными эффектами. Новые данные, очевидно, из¬ 
менят представления о соотношении риска и пользы для инди¬ 
видуальных больных. Использование противовирусных препа¬ 
ратов в будущем, вероятно, будет сопряжено со сложностями, 
характерными для использования антибиотиков в настоящее 
время. Качество лечения больных будет зависеть от успешного 
решения этих проблем, однако даже сейчас ясно, что обще¬ 
ственные меры по охране здоровья или вакцинация — далеко 
не единственный подход к борьбе с вирусными инфекциями 
человека. 
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Противовирусная иммунизация 

Брайан Мэрфи, Роберт Ченок 1 


Иммунитет к вирусным инфекциям 

Антигены, участвующие 
в формировании иммунитета 

Иммунитет к вирусным инфекциям зависит от иммунного 
ответа на поверхностные антигены вирионов или клеток, зара¬ 
женных вирусом. Ответ на присутствующие на поверхности 
вирионов, а также встроенные в плазматическую мембрану 
зараженных клеток гликопротеины или белковые антигены 
необходим для формирования эффективного иммунологически 
опосредованного уничтожения вируса или зараженных клеток. 
Предполагают, что иммунный ответ на другие, не поверхност¬ 
ные, антигены вируса играет значительно меньшую роль в им¬ 
мунитете к вирусным инфекциям. Примером важности имму¬ 
нитета к поверхностным антигенам служит мощная пандемия, 
вызванная в 1957 г. новым штаммом вируса гриппа А. Азиат¬ 
ский штамм вируса гриппа А содержал новые поверхностные 
гликопротеины (гемагглютинин и нейраминидазу); ранее че¬ 
ловек не контактировал со штаммами, содержащими эти или 
родственные антигены. Вместе с тем главные внутренние бел¬ 
ки нового вируса были близкородственны соответствующим 
антигенам предшествующих штаммов, с которыми большая 
часть индивидуумов уже сталкивалась. Несмотря на этот пред¬ 
шествующий опыт, азиатский вирус гриппа А быстро распро¬ 
странился без каких-либо очевидных иммунологических огра¬ 
ничений. Дополнительные доказательства важной роли по¬ 
верхностных гликопротеинов вируса гриппа А в иммунитете 
были представлены в исследованиях по переносу пассивного* 
иммунитета на мышах. Моноклональные антитела, направлен¬ 
ные против гемагглютинина и нейраминидазы, защищают мы¬ 
шей против заражения вирулентным диким типом вируса, в то 
время как моноклональные антитела, специфичные для внут- 
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ренних белков — нуклеопротеина и матриксного белка, — не 
изменяют течения болезни [6]. Эти наблюдения указывают, что 
успешная стратегия иммунопрофилактики против вирусных ин¬ 
фекций требует формирования иммунного ответа к антигенам, 
присутствующим на поверхности вирионов и на зараженных 
клетках. Чтобы облегчить обсуждение свойств этих важных 
белков или гликопротеинов, мы будем называть их защитными 
антигенами. Идентификация защитных антигенов представляет 
важный первый шаг в создании эффективных живых или инак¬ 
тивированных вирусных вакцин. 

Вирусы, несущие поверхностные антигены — гликопротеины, 
презентируют эти антигены иммунной системе двумя различ¬ 
ными путями, а именно на поверхности вирионов или на по¬ 
верхности зараженных клеток. В последние годы защитные 
поверхностные антигены, необходимые для иммунитета, иден¬ 
тифицированы у многих вирусов. Часто в формировании имму¬ 
нитета к таким вирусам участвует не один, а несколько 
поверхностных антигенов. Антитела к поверхностным глико¬ 
протеинам gA/B, gC, gD или gE вируса простого герпеса 
типа 1 (HSV-1) нейтрализуют инфекционность и, предположи¬ 
тельно, обеспечивают иммунитет in vivo [134, 142, 155, 191]. 
Цитотоксические Т-клетки (Тс) также распознают эти поверх¬ 
ностные антигены HSV-1 [35]. Аналогичным образом участвуют 
в иммунитете два поверхностных гликопротеина миксовирусов 
и парамиксовирусов. Гемагглютинин — гликопротеин миксо¬ 
вирусов— необходим для прикрепления вирусов к рецепторам 
клетки-хозяина и для последующего слияния с внутриклеточ¬ 
ными мембранами. Этот поверхностный антиген стимулирует 
образование нейтрализующих антител и служит главной ми¬ 
шенью для цитотоксических Т-клеток на поверхности заражен¬ 
ных клеток [6, 82, 86]. Нейраминадаза требуется для освобож¬ 
дения вируса из зараженных клеток. Антитела, направленные 
против нее, препятствуют выделению вируса из зараженных 
клеток и таким образом уменьшают количество вируса, обра¬ 
зующегося в процессе заражения; однако антитела к нейра- 
минидазе не нейтрализуют сколь-нибудь эффективно инфек- 
ционности вируса [6]. У птиц, животных и человека иммунитет 
к поверхностным гликопротеинам играет большую роль в ус¬ 
тойчивости организма к заражению и заболеванию, причем 
более важна иммунная реакция на гемагглютинин и менее — 
реакция на нейраминидазу [6]. У вирусов парагриппа антитела 
к обоим гликопротеинам — гемагглютинину—нейраминидазе 
(HN) и к фузионному гликопротеину (F) —нейтрализуют ин¬ 
фекционность вируса [105, 106]. Однако только антитела к бел¬ 
ку F предотвращают распространение инфекции путем слия¬ 
ния зараженных клеток с незараженными. Тем не менее пас- 
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сивный перенос антител как к белку HN, так и к белку F 
защищает мышей от заражения их вирусами парагриппа [140]. 

Моноклональные антитела к поверхностному гликопротеину 
Е2 альфавируса Синдбис нейтрализуют инфекционность вируса 
[165]. Однако моноклональные антитела к гликопротеину El, 
также присутствующему на поверхности этого вируса, не спо¬ 
собны к такой нейтрализации. Тем не менее как нейтрализую¬ 
щие, так и ненейтрализующие антитела предотвращают леталь¬ 
ные энцефалиты у мышей [165]. Ненейтрализующие антитела 
к Е1 проявляют свой защитный эффект совместно с компле¬ 
ментом, лизируя зараженные клетки, имеющие на поверхности 
антиген Е1. Моноклональные антитела к единственному поверх¬ 
ностному гликопротеиновому антигену вируса желтой лихо¬ 
радки (флавивируса) нейтрализуют инфекционность. Наконец, 
следует отметить, что иммунитет к вирусу гепатита В опосре¬ 
дуется его поверхностным гликопротеиновым антигеном [178]. 

Главные защитные антигены икосаэдрических вирусов так¬ 
же расположены на поверхности. Антитела к капсидному бел¬ 
ку пикорнавирусов ѴР1, а также к белкам гексона и фибрилл 
у аденовирусов нейтрализуют инфекционность и обеспечивают 
резистентность in vivo [14, 24, 95, 11, 112, 196]. Главным за¬ 
щитным антигеном реовирусов является гемагглютинин — по¬ 
верхностный белок S1 [193]. Кроме того, что он реагирует 
с антителами, этот белок служит также мишенью для цито¬ 
токсических Т-клеток, лизирующих зараженные Т-клетки [46]. 
Аналогичным образом стимулирует образование нейтрализую¬ 
щих антител наружный капсидный гликопротеин ротавируса 
gp 35 [59, 72]. 

Следует отметить, что развитию резистентности может со¬ 
действовать иммунный ответ на некоторые внутренние белки. 
Например, Т-клетки, специфические к мембранному белку (М),. 
внутреннему компоненту вируса гриппа А, помогают В-клет- 
кам, продуцирующим антитела к вирусному гемагглютинину,. 
усиливая ответ на этот главный защитный антиген [160]. Не 
исключено, что для проявления максимальной антигенности 
может быть полезно включение таких хелперных антигенов 
в инактивированные вакцины. 


Иммунные механизмы, уничтожающие вирус 
или зараженные им клетки 

Иммунные механизмы выработались в процессе эволюции 
для защиты хозяина от широкого набора вирусных патогенов. 
Главная цель иммунного ответа — это инактивация свободного 
вируса и уничтожение зараженных клеток, способных выде¬ 
лять инфекционный вирус. За инактивацию свободного вируса 
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основную ответственность несет В-клеточная ветвь иммунной 
системы, которая осуществляет это главным образом выраба¬ 
тывая нейтрализующие антитела. Кроме того, антитела, направ¬ 
ленные против поверхностных антигенов, уменьшают инфек- 
ционность вируса, способствуя агрегации вирионов и устране¬ 
нию их из кровотока [64]. В каждом из этих процессов: нейтра¬ 
лизации, агрегации вирионов и устранении их из кровотока — 
антителам может помогать комплемент [27, 169]. Антитела 
вместе с комплементом лизируют вирусы с оболочкой и унич¬ 
тожают их инфекционность [27]. Комплемент может также 
инактивировать некоторые вирусы с оболочкой и в отсутствие 
специфических антител [169]. 

Вирусы, созревающие на клеточной поверхности путем поч¬ 
кования, а также вирусы, не содержащие липидов, встраиваю¬ 
щие свои белки в клеточную поверхность, делают зараженные 
клетки чувствительными к лизису, осуществляемому клеточ¬ 
ными или гуморальными механизмами. Важнейшим среди них 
является индукция цитотоксических Т-клеток, распознающих 
антиген в комплексе с антигенами гистосовместимости класса I 
[34]. Показано, что у человека и животных этот механизм от¬ 
носится к числу важных факторов, содействующих выздоров¬ 
лению [94, 150, 202], Специфически сенсибилизированные 

Т-клетки при взаимодействии с клетками, зараженными виру¬ 
сом, выделяют у-интерферон, который также, вероятно, содей¬ 
ствует выздоровлению [117]. Цитофильные антитела могут слу¬ 
жить «оружием» лейкоцитов при осуществлении антителозави¬ 
симой клеточной цитотоксичности (АЗКЦ). Установлено, что 
эта реакция играет важную роль в резистентности новорожден¬ 
ных мышей к заражению вирусом герпеса [80]. Антитела 
вместе с комплементом лизируют зараженные вирусом клетки; 
значение этого феномена становится ясным из следующего 
наблюдения: мыши с дефектной или истощенной системой 
комплемента проявляют повышенную чувствительность к неко¬ 
торым экспериментальным вирусным инфекциям [63, 64]. 

Первоначальная резистентность к повторной инфекции обус¬ 
ловлена главным образом антителами, действующими на сво¬ 
бодный вирус, так как иммунные механизмы, лизирующие 
зараженные вирусом клетки (а именно цитотоксические Т-клет¬ 
ки, АЗКЦ и антитела в комплексе с комплементом) действуют 
только после того, как разовьется инфекция. Однако с того 
момента, как инфекция начала развиваться, иммунные меха¬ 
низмы, направленные против зараженных клеток, играют важ¬ 
ную роль в предотвращении заболевания или в ускорении вы¬ 
здоровления, ограничивая степень размножения вируса. На 
поздней стадии окончанию инфекционного процесса содейст¬ 
вуют антитела, действующие на свободный вирус. Хотя отно- 
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сительный вклад каждого из механизмов иммунитета в рези¬ 
стентность точно не определен, по-видимому, для эффективной 
иммунопрофилактики необходима стимуляция возможно боль¬ 
шего числа этих механизмов в правильном соотношении. 

Системный иммунитет и иммунитет, 
опосредованный слизистой оболочкой 

Патогенез вирусных болезней разнообразен; в соответствии 
с ним вирусы можно подразделить на три категории. 
Во-первых, есть вирусы, которые заражают и поражают сли¬ 
зистые оболочки дыхательного и желудочно-кишечного трактов. 
В эту категорию входят следующие: риновирусы, миксовирусы, 
коронавирусы, вирусы парагриппа, респираторно-синцитиаль¬ 
ный вирус, ротавирусы и вирусы, подобные норуокскому агенту. 
Ко второй категории относятся вирусы, заражающие слизистые 
оболочки и размножающиеся в них, а затем распространяю¬ 
щиеся по кровеносным сосудам и (или) нейронам, заражая и 
вызывая заболевание одного или нескольких внутренних орга¬ 
нов-мишеней или ЦНС. К вирусам этой группы относят пикор- 
навирусы, вирус кори, вирус паротита, HSV, вирус ветрянки и, 
предположительно, вирусы гепатита А и В. Третья категория 
включает вирусы, которые вводятся непосредственно в крово¬ 
ток иглой, насекомым-шереносчиком или в результате травмы. 
Эти вирусы затем распространяются и проникают в соответст¬ 
вующие органы-мишени. К вирусам этой категории принадле¬ 
жат вирус гепатита В, альфавирусы, флавивирусы и бунья- 
вирусы. 

Присутствующие в кровотоке антитела нейтрализуют ин- 
фекционность вируса и способствуют очищению от вирусов, 
распространяющихся с кровью. Таким способом значительно 
снижается или вообще предотвращается заражение органов- 
мишеней. Болезни, вызываемые вирусами, которые попадают 
в эту категорию (например, корь, полиомиелит, гепатит А, 
краснуха, оспа и ветрянка), можно предотвратить или смяг¬ 
чить профилактическим введением иммуноглобулина, часто при 
небольшом количестве антител, когда их уровень в крови реци¬ 
пиентов не регистрируется [74, 83, 103, 158]. Хотя антитела 
важны для ограничения распространения вирусов в организме, 
при многих системных инфекциях, таких как оспа, корь и гер¬ 
пес, в выздоровлении важную роль играют цитотоксические 
Т-клетки. У детей с иммунодефицитом, для которых харак¬ 
терны дефекты Т-клеточной системы, вирусы перечисленных 
выше болезней вызывают необычно тяжелое их течение. 

Иммунитет, опосредованный слизистой оболочкой, который, 
как полагают, осуществляется главным образом при посред- 
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стве антител IgA, играет значительную роль в резистентности 
к повторной инфекции вирусами, размножающимися исключи¬ 
тельно в слизистых оболочках, особенно выстилающих верхние 
дыхательные пути. Значение местных антител IgA в предотвра¬ 
щении заражения или в ограничении размножения вируса и 
развития поражений верхних дыхательных путей показано для 
риновирусов, вирусов парагриппа, вируса гриппа А и респира¬ 
торно-синцитиального вируса при экспериментальном зараже¬ 
нии добровольцев или животных [ПО, 120, 136, 137, 144, 170]. 
В отличие от этого сывороточные антитела, по-видимому, не 
защищают верхние дыхательные пути. Относительная важность 
местных и сывороточных антител в устойчивости к заболева¬ 
ниям нижних дыхательных путей, вызываемых этими вирусами, 
и в выздоровлении пока не установлена. Известно, однако, что 
сывороточные антитела защищают нижние дыхательные пути 
[6]. У мышей пассивный перенос моноклональных антител к 
гемагглютинину или нейраминидазе вируса гриппа А предот¬ 
вращает смертельную пневмонию [6]. Клеточный иммунитет 
также играет защитную роль, поскольку при гриппе Т-клетки 
способствуют выздоровлению мышей, уменьшая размножение 
вируса в легких [195, 202]. 

Ясно, что иммунитет не обеспечивается исключительно им¬ 
муноглобулинами или исключительно цитотоксическими Т-клет- 
ками. Устойчивость к заболеванию обусловливается обоими 
иммунными механизмами независимо от того, достигается ли 
это предотвращением заражения или ограничением размноже¬ 
ния вируса. Цель иммунопрофилактики должна состоять в сти¬ 
муляции обоих этих механизмов в правильном соотношении. 
Если требуется защита слизистых оболочек, то особые усилия 
должны быть направлены для достижения эффективной стиму¬ 
ляции местной иммунной системы. В то же время для защиты 
хозяина от вирусов, вызывающих болезни с системным распро¬ 
странением по органам-мишеням, достаточно наличия нейтра¬ 
лизующих антител в сыворотке и системного иммунитета. 

Имеющиеся в настоящее время разрешенные вакцины 

Первая примененная на людях вакцина содержала живой 
вирус осповакцины. Она была создана Дженнером почти 
200 лет назад, и в течение последующих двух веков был на¬ 
коплен опыт успешного применения вакцины для борьбы с оспой. 
Эта вакцина сыграла главную роль в конечном искоре¬ 
нении страшной болезни. Парадоксально, однако, что проис¬ 
хождение этого важнейшего вакцинного штамма вируса оста¬ 
ется неясным. Попытки определить его происхождение с по¬ 
мощью современных методов молекулярной биологии дали не- 
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однозначные результаты. Вирус осповакцины не идентичен ни 
вирусу натуральной оспы, ни вирусу коровьей оспы [97]. 

С момента введения в практику осповакцины были получены 
разрешения на вакцины против 14 других патогенных вирусов. 
Некоторые из них также сыграли важную роль в борьбе с забо¬ 
леваниями, против которых они направлены, — особенно с полио¬ 
миелитом, желтой лихорадкой, корью и краснухой. 


Имеющиеся в обращении 
разрешенные инактивированные вакцины 

Инактивированные вакцины применяют для профилактики 
гриппа, полиомиелита, бешенства и гепатита В у человека. Все 
вакцины, за исключением вакцины против гепатита В, гото¬ 
вят из суспензий, выращенных на куриных эмбрионах (вирус 
гриппа типа А и В) [7], культуре клеток почек обезьян (вирусы 
полиомиелита типов 1, 2 и 3) или культуре диплоидных фибро¬ 
бластов человека (вирус полиомиелита, вирус бешенства) и за¬ 
тем инактивируют формалином. Инактивированная вакцина из 
вируса полиомиелита высокоэффективна в предотвращении 
болезни [65], в то время как вакцина против вируса гриппа 
обеспечивает только частичную защиту [108]. 

С целью увеличения степени очистки и снижения токсич¬ 
ности разработана частично очищенная субъединичная вакци¬ 
на против вируса гриппа. Она содержит поверхностные анти¬ 
гены вируса (гемагглютинин и нейраминидазу) и менее ток¬ 
сична, чем инактивированная вакцина из целого вируса. Но 
эффективность защиты при использовании таких вакцин не по¬ 
вышается [143, 146]. Более того, у ранее неиммунизированных 
индивидуумов субъединичная вакцина из вируса гриппа, по- 
видимому, имеет меньшую антигенную активность, чем инакти¬ 
вированная цельновирусная вакцина [9, 10, 143]. 

Наконец, самая последняя из разработанных инактивиро¬ 
ванных вакцин — это высокоочищенный субъединичный препа¬ 
рат, содержащий поверхностный антиген (22 нм) вируса гепа¬ 
тита В [84, 178]. Эта вакцина, предназначенная для защиты 
от гепатита В, необычна, так как поверхностный антиген вы¬ 
деляют из крови хронически зараженных носителей. Хотя вак¬ 
цина, приготовленная таким образом, эффективна в предупреж¬ 
дении гепатита В, она, по-видимому, не найдет широкого при¬ 
менения, так как очень дорога из-за сложной процедуры очист¬ 
ки и длительной проверки на безопасность. Остается только 
сожалеть об этом, поскольку значительная часть населения, 
нуждающегося в иммунизации данной вакциной, живет в раз¬ 
вивающихся странах. 
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Потенциальные источники антигенов 
для будущих инактивированных вакцин 

Недавние достижения в области молекулярной биологии и 
синтеза пептидов создают основу для производства фактически 
неограниченных количеств очищенных вирусных белков или 
синтетических пептидов для использования их в иммунопрофи¬ 
лактике. Доступность больших количеств антигена делает воз¬ 
можным местное применение антигена для иммунизации про¬ 
тив инфекций слизистых оболочек. В настоящее время при 
получении очищенных вирусных антигенов используют два раз¬ 
личных подхода. Первый включает производство синтетических 
пептидов, соответствующих иммунологически важным доменам 
поверхностных антигенов [4], а второй—использование встро¬ 
енной в соответствующий вектор клонированной вирусной ДНК 
для производства вирусных белков в эукариотических и про¬ 
кариотических клетках. 

Синтетические пептиды 

Использование синтетических пептидов в качестве иммуно¬ 
генов впервые предложено Лангбехеймом, Арноном и Села, 
которые изучали синтетический икосапептид, представляющий 
собой иммунодоминантный участок наружного белка оболочки 
бактериофага MS2 [88]. Первоначально был идентифицирован 
и секвенирован реагирующий с нейтрализующими антителами 
цианогенбромидный фрагмент белка оболочки. Затем этот ико¬ 
сапептид был синтезирован и конъюгирован с синтетическим 
носителем, поли-ЭЬ-аланином, в результате чего образовался 
иммуноген, стимулирующий при введении с полным адъюван¬ 
том Фрейнда формирование антител у кроликов. Инкубация 
этих антител с фагом с последующим добавлением антикро- 
личьего иммуноглобулина приводила к нейтрализации инфек¬ 
ционное™ фага. 

Быстрый прогресс в определении последовательностей РНК 
или ДНК различных вирусных генов упростил отбор пептидов? 
с потенциальной антигенной активностью. В течение последних 
нескольких лет идентифицированы главные антигенные детер¬ 
минанты защитных белков ряда важных патогенных вирусов. 
Это достигнуто с помощью комбинации различных методов: 
а) определения трехмерных структур антигена (гемагглюти- 
нина и нейраминидазы вируса гриппа А); б) сравнения амино¬ 
кислотных последовательностей вирусных антигенов, подвер¬ 
гающихся естественным антигенным изменениям [гемагглюти- 
нина и нейраминидазы вируса гриппа и ѴР1 вируса ящура 
(FMDV)]; в) анализа последовательностей компонентов вирус¬ 
ных мутантов, отобранных по способности противостоять дей- 
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ствию моноклональных антител, нейтрализующих инфекцион- 
ность вируса [вируса гриппа (гемагглютинин и нейраминидаза) 
и вирусов полиомиелита типов 1 и 3 (VP 1)]; г) идентификации 
высокогидрофильных участков, которые занимают на молекуле 
белка наружные доступные зоны [25, 90, 112, 159, 197]. Быст¬ 
рое накопление указанной информации стимулировало значи¬ 
тельный интерес к производству синтетических пептидов, пред¬ 
ставляющих собой основные антигенные участки нескольких 
важных патогенных вирусов, и к оценке иммуногенности этих 
пептидов. 

Очевидно, небольшие пептиды существуют в состоянии рав¬ 
новесия всех возможных конформаций. К этим конформациям 
относятся и соответствующие тем, которые присутствуют на 
поверхности вируса. Благодаря этому они стимулируют фор¬ 
мирование антител, реагирующих с поверхностными белками 
интактного вируса. Возможность использования синтетиче¬ 
ских пептидов для индукции резистентности организма не¬ 
давно показана для вируса ящура. Икосапептид, соответст¬ 
вующий главной антигенной детерминанте ѴР1 FMDV, был 
химически связан с носителем, гемоцианином моллюска фису- 
релла (KLH), а затем введен морским свинкам с адъювантом 
Фрейнда. Иммунизированные животные оказались резистент¬ 
ными к заражению FMDV дикого типа [14]. 

После первоначального успешного получения иммуногенных 
пептидов FMDV возникли надежды, что с пептидами других 
вирусов успех будет столь же быстрым. Однако этого не слу¬ 
чилось; результаты опытов оказались разнородными: были ус¬ 
пешные, были и неудачные. Например, пептиды многих гидро¬ 
фильных участков гемагглютинина вируса гриппа, включая 
главные антигенные детерминанты, стимулировали образова¬ 
ние антител, которые связывались с гемагглютинином, но эти 
антитела не нейтрализовали вирусную инфекционность и не 
обеспечивали статистически значимой защиты от заражения 
в опытах на хомячках [58; Мэрфи, неопубликованные данные]. 
Аналогичные исследования на мышах выявили только частич¬ 
ную защиту [5]. Однако пептид HBsAg, содержащий группо¬ 
вые и подгрупповые детерминанты, несмотря на низкий уро¬ 
вень антител, индуцируемых им у шимпанзе, полностью защи¬ 
тил одно животное из трех от заражения вирусом гепатита В 
и придал частичную устойчивость другому [54]. Кроме того, 
пептиды, состоящие из 16 и 23 аминокислот и соответствующие 
З'-концевым участкам генома HSV-1, вызвали значительную ус¬ 
тойчивость у мышей к заражению их летальной дозой 
HSV-2 [32]. 

После успеха с FMDV были получены неожиданные резуль¬ 
таты: пептиды, соответствующие главным антигенным детер- 
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минантам ѴР1 вируса полиомиелита типа 1 почти или совсем 
не стимулировали образования нейтрализующих антител. 
Однако у животных, которым эти пептиды были введены, в от¬ 
вет на последующее введение субиммунизирующих количеств 
целого вируса наблюдался высокий уровень нейтрализующих 
антител [39]. Этот эффект праймирования может в конечном 
счете оказаться одним из наиболее важных достижений имму¬ 
нопрофилактики. Например, пептидный праймер может превра¬ 
щать умеренный иммунный ответ, обычно наблюдающийся 
после введения аттенуированной вирусной вакцины, в выражен¬ 
ный ответ с высоким уровнем антител, сходный с тем, который 
индуцируется вирулентным вирусом. 

Хотя подход с использованием синтетических пептидов об¬ 
ладает значительными потенциальными возможностями, оста¬ 
ется неразрешенным ряд реальных или теоретических препятст¬ 
вий. Слабая антигенная активность большинства синтетических 
пептидов вынуждает для усиления иммунного ответа исполь¬ 
зовать в экспериментальных исследованиях на животных адъю¬ 
вант Фрейнда. В связи с тем что на людях адъювант Фрейнда 
использовать нельзя, для клинического применения синтетиче¬ 
ских пептидов необходимо обнаружение или разработка эф¬ 
фективных адъювантов, пригодных для человека. Не исклю¬ 
чено, что одного пептида будет недостаточно для индукции 
резистентности, так как большие поверхностные антигены 
обычно содержат несколько различных иммунологических до¬ 
менов, вызывающих защитный гуморальный и (или) клеточный 
ответ [15, 197]. Иногда идентификация небольших защищаю¬ 
щих пептидов может оказаться невозможной, как, например, 
пептидов гемагглютинина вируса гриппа А, которые стимули¬ 
ровали бы образование антител, эффективно нейтрализую¬ 
щих инфекционность вируса [58, 70, 119]. Можно также пред¬ 
сказать трудности в стимуляции иммунного ответа к эпитопам, 
которые сформированы в результате сближения разных участ¬ 
ков линейной белковой молекулы. Наконец, ожидаемому анти- 
тельному ответу у значительной части населения может пре¬ 
пятствовать полиморфизм антигенов гистосовместимости клас¬ 
са II, контролирующих ответ на синтетические антигены [168]. 
Однако, поскольку уже достигнута защита на одной экспери¬ 
ментальной модели, можно надеяться на получение иммуно¬ 
генных препаратов, активных в отношении других вирусов. 

Очищенные вирусные белки, получаемые 
с помощью клонированных вирусных ДНК 

В настоящее время гены РНК- или ДНК-содержащих виру¬ 
сов легко клонируются в клетках прокариот при использова¬ 
нии плазмидного или фагового вектора. Клонированная вирус- 
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ная ДНК может быть экспрессирована в виде вирусного белка 
в прокариотических или эукариотических клетках. Например, 
капсидный белок вируса ящура (FMDV)VPl, поверхностный 
антиген вируса гепатита В (НВѴ), гемагглютинин вируса 
гриппа А, поверхностный гликопротеин вируса бешенства и 
белок gD вируса герпеса были синтезированы в бактериаль¬ 
ных клетках [37, 40, 61, 79, 85, 191, 203]. В каждом отдельном 
случае клонированную ДНК вируса встраивали в плазмиду за 
сильным конститутивным или индуцируемым бактериальным 
промотором, а также участком связывания с рибосомами, что 
гарантировало эффективную экспрессию. При встраивании вирус¬ 
ных ДНК-последовательностей по ходу транскрипции за после¬ 
довательностью, соответствующей аминоконцевой части белка, 
который кодирует бактериальный ген, контролируемый таким 
промотором, увеличивается экспрессия и облегчается очист¬ 
ка вирусного антигена в форме нерастворимого рекомби¬ 
нантного бактериально-вирусного белка. При использовании 
этого подхода доля белка VP1FMDV, эффективно синтезируе¬ 
мого в Е. соіі , составляет 17 % общего белка, образующегося 
в трансформированных бактериальных клетках [79]. При сме¬ 
шивании с неполным адъювантом Фрейнда этот белок вызы¬ 
вает резистентность к заражению диким типом FMDV у круп¬ 
ного рогатого скота и свиней. 

Гликопротеин gD вируса простого герпеса также эффек¬ 
тивно синтезируется в Е. соіі в виде негликозилированного 
рекомбинантного белка, который стимулирует образование 
нейтрализующих антител у кроликов [194]. Указанные резуль- 
таты свидетельствуют о том, что гликозилирование поверх¬ 
ностного гликопротеина вируса не является необходимым ус¬ 
ловием антигенности и способности вызывать образование 
нейтрализующих антител. Негликозилированный белок гемаг- 
глютинина вируса гриппа А, который был экспрессирован как 
химерный бактериально-вирусный белок в Е. соіі , также инду¬ 
цировал иммунный ответ у мышей и кроликов [31]; однако 
образующиеся при этом антитела не угнетали гемагглютина- 
цию и не нейтрализовали инфекционности вируса [129], 

Генноинженерными методами можно также создать плаз- 
мидные векторы для экспрессии вирусных белков, не слитых 
с бактериальными, например поверхностного гликопротеина 
вируса бешенства [99, 203]. Хотя синтезированный таким спо¬ 
собом гликопротеин вируса бешенства имеет полную длину, он 
не гликозилирован и не вызывает защитного иммунитета у мы¬ 
шей [99]. Как уже отмечалось выше, неполный адъювант 
Фрейнда, используемый для обнаружения антигенности синте¬ 
зированных в Е. соіі вирусных белков, не годится для приме¬ 
нения на людях. Это означает, что, прежде чем эти белки 
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можно будет применять для иммунизации человека, необхо¬ 
димо разработать эффективный адъювант, пригодный для при¬ 
менения на людях. 

Для НВѴ разработано несколько методов получения поверх¬ 
ностного антигена в клетках эукариот. Стимулом для этих 
разработок послужила острая необходимость в дешевой вак¬ 
цине. Хотя имеющаяся в настоящее время разрешенная вак¬ 
цина против НВѴ, содержащая (22 нм)-поверхностный антиген 
гепатита В (HBsAg), который получен из плазмы хронически 
инфицированных носителей, защищает от заболевания, высо¬ 
кая стоимость препятствует ее использованию в развивающих¬ 
ся странах, где нужда в эффективной иммунопрофилактике 
особенно велика. Возможно, эта ситуация скоро будет исправ¬ 
лена, поскольку в настоящее время антиген HBsAg получают 
из дрожжей в количествах, очевидно, достаточных для его по¬ 
ступления в продажу. Его экспрессия достигается при транс¬ 
фекции дрожжей рекомбинантом, который содержит ген по¬ 
верхностного антигена НВѴ, встроенный в плазмиду за инду¬ 
цируемым промотором [113, 186]. Продуцируемый дрожжами 
HBsAg, очевидно, не гликозилирован, но иммуногенен в орга¬ 
низме шимпанзе. После разрушения дрожжевых клеток анти¬ 
ген очищают с помощью изопикничеекого и скоростного зо¬ 
нального центрифугирования в комбинации с иммуноаффинной 
хроматографией [16, 186, 189]. 

Для использования в качестве вакцины антиген HBsAg 
можно также получать в клетках млекопитающих. Например, 
при трансфекции геном поверхностного антигена НВѴ, связан¬ 
ным с ^ 2 -геном HSV, мышиных клеток L, дефектных по тими- 
динкиназе (tk) f образуются частицы размером 20—25 нм со 
специфичностью НВѴ [147]. Эти частицы структурно и анти¬ 
генно сходны с частицами, выделенными из плазмы хрони¬ 
чески зараженных лиц, которая является источником антигена 
для вакцины, разрешенной в настоящее время к употреблению. 
Если бы эффективность экспрессии можно было увеличить, то 
секретирующие поверхностный антиген клетки, трансформиро¬ 
ванные НВѴ, могли бы служить источником непрерывной про¬ 
дукции неинфекционного антигена для вакцины. 

HBsAg продуцируется также а) клетками cos (обезьянья 
клеточная линия, стабильно трансформированная интегриро¬ 
ванным SV40, имеющим дефектную область начала реплика¬ 
ции), зараженными рекомбинантом SV40 — HBsAg, и б) пере¬ 
виваемой линией мышиных клеток, трансформированных ре¬ 
комбинантом вируса бычьей папилломы и HBsAg (ВРѴ — HBsAg) 
[16, 109, 176]. Клиническая оценка антигенов, полученных та¬ 
ким образом, станет возможной после разрешения использова¬ 
ния перевиваемых клеточных линий и рекомбинантных векто- 
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ров, несущих фрагменты геномов трансформирующих вирусов. 
Вероятно, первым будет разрешено использование вакцины 
против НВѴ, получаемой с помощью дрожжей. 

В клетках млекопитающих были экспрессированы также 
другие иммуногенные защитные антигены вирусов. При этом 
использовали рекомбинантные векторы, содержащие один или 
несколько промоторов эукариот и добавочный ген, например 
ген дигидрофолатредуктазы (ДГФР), облегчающей селекцию 
трансформированных клеток. Поверхностный защитный анти¬ 
ген HSV-l,gD, был экспрессирован в перевиваемой линии кле¬ 
ток яичников китайских хомячков (СНО), дефектных по 
ДГФР, при использовании челночного вектора, который содер¬ 
жит плазмидные последовательности, участок начала реплика¬ 
ции SV40 и ген ДГФР, используемый для отбора трансформи¬ 
рованных клеток. СООН-концевой трансмембранный участок 
белка gD был делетирован, что позволило экспрессированному 
гликопротеину секретироваться в культуральную среду. Этот 
продукт стимулировал формирование нейтрализующих анти¬ 
тел и защищал мышей от летального заражения HSV-1 [89]. 
В клетках СНО, дефектных по ДГФР, при использовании ука¬ 
занного вектора экспрессировались также значительные коли¬ 
чества поверхностного антигена НВѴ. В дальнейшем благо¬ 
даря появлению доступных и чрезвычайно чувствительных ме¬ 
тодов, необходимых для определения освобождения конечного 
очищенного антигена от клеточной и вирусной ДНК, можно 
будет использовать для производства вакцин перевиваемые 
клеточные линии, такие как клетки СНО, и рекомбинантные 
векторы, несущие фрагменты генома трансформирующих ви¬ 
русов. 

Преимущества инактивированных вакцин 

Инактивированные вакцины имеют определенные преимуще¬ 
ства, поскольку при иммунизации ими риск заражения почте 
или даже совсем отсутствует. Такие вакцины не должны со¬ 
держать вирус в неинактивированной форме или в виде при¬ 
меси, поскольку случайное присутствие неинактивированного 1 
вируса может иметь серьезные последствия. И подобные при¬ 
меры известны. Так, ранние не полностью инактивированные 
партии полиомиелитной вакцины индуцировали паралитиче¬ 
ские заболевания [128, 145]. Эта проблема была очень быстро 
решена, когда ввели более строгие методы определения оста¬ 
точной инфекционности и изменили технологию производства 
вакцины, которая стала гарантировать получение монодис¬ 
персной суспензии вируса. В некоторых ранних сериях инак¬ 
тивированного вируса полиомиелита была обнаружена примесь 
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постороннего инфекционного агента. Это вызвало некоторое 
беспокойство, так как им оказался онкогенный обезьяний вирус 
SV40 [68]. К счастью, долгосрочные наблюдения за лицами, 
получившими вакцину с примесью этого вируса парентерально 
в младенческом или детском возрасте, не выявили ее онкоген¬ 
ного действия [118]. Использование очищенных вирусных бел¬ 
ков или синтетических пептидов должно способствовать устра¬ 
нению загрязнений обоих типов. Кроме того, возможность дол¬ 
госрочных отрицательных эффектов, связанных с заражением 
или интеграцией с геномом хозяина вирусной нуклеиновой кис¬ 
лоты, устраняется при приготовлении вакцин, свободных от 
нуклеиновых кислот. 

Недостатки инактивированных вакцин 

Иногда инактивированные вакцины вместо того чтобы пре¬ 
дотвращать заболевание, усиливают его [50, 73]. Впервые это 
было отмечено для инактивированной формалином вакцины 
против вируса кори [50]. Первоначально эта вакцина предот¬ 
вращала корь, но через несколько лет вакцинированные те¬ 
ряли устойчивость к этому заболеванию. При заражении виру¬ 
сом кори у вакцинированных развивалась атипичная картина 
заболевания с выраженными системными симптомами и пнев¬ 
монией [50, 125, 154]. Ретроспективный анализ показал, что 
формалин, использованный для инактивации, разрушал анти¬ 
генные свойства коревого белка F, но не изменял белка Н 
(гемагглютинирующий белок, обеспечивающий прикрепление 
к клеткам) [131, 132]. Таким образом, у вакцинированных воз¬ 
никала несбалансированная иммунная реакция, при которой 
развивался иммунный ответ на белок Н, но не на белок F. 
Позднее было показано, что вакцинированные отвечали на 
парентеральное введение живого аттенуированного вакцинного 
вируса развитием в месте его введения реакции Артюса [17]. 
Это позволило предположить, что у вакцинированных в ответ 
на заражение диким типом вируса кори развивался ускорен¬ 
ный иммунный ответ на белок Н, что создавало условия для 
реакции Н-антиген — антитело с присущими ей иммунопатоло¬ 
гическими последствиями. Формалин по-разному действовал 
также на поверхностные гликопротеины вирусов паротита и 
парагриппа; антиген F разрушался, в то время как антиген¬ 
ные свойства гемагглютинина — нейраминидазы (HN) сохраня¬ 
лись [133, 140]. 

Усиление симптомов болезни было отмечено также после 
введения инактивированной формалином вакцины из вируса RS 
[23, 51, 73]. В этой ситуации может играть роль несбалансиро¬ 
ванный ответ на поверхностные гликопротеины вирусов, напри- 
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мер белок F или белок, обеспечивающий прикрепление к клет¬ 
кам. Не исключено, что при этом имеет большое значение дис¬ 
баланс в ответе, когда системный иммунитет превалирует над. 
местным. Следует отметить, что парадоксальный эффект тако¬ 
го типа не наблюдался с инактивированными гриппозными вак¬ 
цинами, хотя процесс очистки вируса и инактивации его фор¬ 
малином ведет к преимущественной инактивации антигенных 
свойств нейраминидазы [75]. По-видимому, целью иммунизации 
инактивированными вакцинами или очищенными вирусными 
антигенами должно быть достижение сбалансированного им¬ 
мунного ответа, направленного против защитных антигенов. 
Этот ответ должен иметь сходство с тем, который индуцируется 
при естественном заражении. Если это не достигается, несба¬ 
лансированный иммунный ответ, индуцированный парентераль¬ 
ной иммунизацией, может приводить к усилению болезни,, 
вызываемой вирусом дикого типа. 

Парентеральная иммунизация против инфекций, поражаю¬ 
щих слизистые, может быть недостаточно эффективной в связи 
с тем, что инактивированный антиген не в состоянии стимули¬ 
ровать удовлетворительный местный иммунный ответ. Часто 
при парентеральной иммунизации местный иммунный ответ 
стимулируется менее эффективно, чем системный [12, 53, 100,. 
138, 139, 144]. Это означает, что в данном случае резистент¬ 
ность верхних дыхательных путей может быть менее полной, 
чем та, которая обусловлена местной иммунизацией или инфек¬ 
цией. Более того, в случае вируса гриппа иммунный ответ, 
индуцированный парентеральным введением, менее продолжи¬ 
телен и менее широк, чем иммунный ответ, стимулируемый 
заболеванием [146, 188]. Можно, однако, вызвать эффективный 
местный ответ путем введения больших количеств инактивиро¬ 
ванного антигена, продуцированного in vitro с помощью мето¬ 
да рекомбинантной ДНК. В этой ситуации экономические 
ограничения несущественны, так как можно получать практи¬ 
чески неограниченные количества антигена. Иногда это необ¬ 
ходимо, потому что при удалении с поверхности вирионов анти¬ 
гены вируса обычно в значительной степени теряют антигенные 
свойства. 

Инактивированные вакцины могут также уступать живым 
аттенуированным вирусным вакцинам в отношении Тс-ответа, 
играющего важную роль в выздоровлении и в развитии рези¬ 
стентности к болезням, вызываемым широким набором виру¬ 
сов. Ответ этого типа наиболее эффективно индуцируется анти¬ 
генами, которые презентируются в ассоциации с клеточными 
поверхностными антигенами гистосовместимости [2, 192]. Неуди¬ 
вительно поэтому, что инактивированный вирус гриппа значи¬ 
тельно менее эффективен в стимуляции первичного Тс-ответа 
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у мышей, чем инфекционный вирус [192]. В противоположность 
этому эффективный вторичный Тс-ответ у сенсибилизирован¬ 
ных мышей или людей стимулируется инактивированным виру¬ 
сом гриппа или полученными из него очищенными поверх¬ 
ностными гликопротеинами [2, 41, 42, 192], Первичный Тс-ответ 
человека на инактивированные антигены вируса гриппа до на¬ 
стоящего времени не изучен. Тем не менее данные, полученные 
в исследованиях на животных, позволяют предположить, что 
слабый первичный Тс-ответ может ограничивать эффективность 
инактивированной вакцины, приготовленной из вирусов с обо¬ 
лочкой. 

Вместе с тем инактивированный вирус гриппа активно инду¬ 
цирует Т-клетки, которые участвуют в реакции гиперчувстви¬ 
тельности замедленного типа Td [2, 92]. Td -клетки, относящиеся 
к клеткам, рестриктированным по антигенам гистосовмести¬ 
мости класса II, усиливают у мышей пневмонию, вызванную 
вирусом гриппа [18, 91]. Адоптивный перенос Td -клеток мышам, 
зараженным вирусом гриппа, усиливает легочную инфильтра¬ 
цию и смертность [2, 91], однако уровень репликации вируса 
в организме этих мышей не снижается. Эти данные противо¬ 
положны результатам, полученным с Тс-клетками, относящи¬ 
мися к рестриктированным по антигенам гистосовместимости 
класса I: Т-клетки участвуют в процессе очищения легких зара¬ 
женных мышей от вируса и снижают клеточную инфильтрацию 
[94, 195, 202]. Недавно было выдвинуто Предположение, что 
в усилении заболевания, вызываемого коревой и RS -вакциной, 
играет роль избирательная индукция клеток Td этими инакти¬ 
вированными вакцинами [1]. Данную точку зрения подтверж¬ 
дают предварительные исследования, в которых было пока¬ 
зано, что инактивированные вакцины против кори и RS -вируса 
индуцируют у мышей реакцию гиперчувствительности замед¬ 
ленного типа [і]. 

Единственная инактивированная вирусная вакцина, кото¬ 
рая рекомендована к ежегодному введению, по прошествии не¬ 
скольких лет, по-видимому, утрачивает свою эффективность. 
Это заметили при ежегодном (в течение четырех лет) введе¬ 
нии рекомендованной в настоящее время инактивированной 
гриппозной вакцины группе школьников, которых держали под 
наблюдением с целью определения уровня заболеваемости 
вирусом гриппа А [69]. Кумулятивная заболеваемость гриппом 
в этой группе не отличалась от заболеваемости у непривитых 
детей, несмотря на то что в течение первого года вакцина ока¬ 
зывала защитное действие. Причины потери эффективности 
вакцины неизвестны. 

В период 1976—1977 гг. при широком использовании инак¬ 
тивированной вакцины, приготовленной из вируса гриппа А 
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(HINI) («свиного»), наблюдался синдром Гильен-Барре [166]. 
Это указывает на то, что инактивированная вакцина может 
индуцировать непредвиденный, не сразу проявляющийся, не¬ 
благоприятный побочный эффект. Удивительно, что этот син¬ 
дром не наблюдали при применении последующих инактивиро¬ 
ванных противогриппозных вакцин, хотя они были приготов¬ 
лены таким же способом, что и вакцина в 1976 г. [167]. 


Живые вирусные вакцины 

Живые вирусные вакцины, 
применяемые в настоящее время 

В отличие от вируса осповакцины каждый из вирусов, раз¬ 
решенных для использования в качестве живых вакцин, имеет 
четкую родословную. Во всех случаях штаммы происходят от 
вирусов человека. Аденовирусные вакцинные штаммы (типы 4 
и 7) представляют собой дикие типы вирусов человека, вызы¬ 
вающие бессимптомную инфекцию благодаря способу их вве¬ 
дения и ограничению репликации в месте введения, где болезнь 
не развивается [19]. Одним из наиболее широко используемых 
вакцинных штаммов является встречающийся в природе атте¬ 
нуированный вирус полиомиелита, который был идентифициро¬ 
ван по отсутствию вирулентности при его введении в головной 
и спинной мозг обезьян (вирус полиомиелита тип 2, штамм 712) 
[169]. Остальные вакцинные вирусы получены серийными пас¬ 
сажами на неприродном хозяине, ведущими к появлению му¬ 
тантов, размножение которых в организме человека частично 
ограничено в месте введения и (или) в органе-мишени. Аттенуи¬ 
рованные таким образом мутанты вируса краснухи или виру¬ 
сов полиомиелита типа 1 и 3 отобраны путем пассирования 
в культуре клеток почек обезьян [43, 163]. Вакцинные штаммы 
вируса желтой лихорадки (штамм 17D) и вируса кори полу¬ 
чены в культуре клеток куриного эмбриона, в то время как для 
аттенуации вируса паротита использовали сами куриные 
эмбрионы [43]. 

При работе с вирусами желтой лихорадки и полиомиелита 
перспективные вакцинные штаммы идентифицировали по их 
аттенуации для экспериментальных животных. Штамм 17D ви¬ 
руса желтой лихорадки обладает пониженным сродством к пе¬ 
чени обезьян, и это указывает на то, что мутант может ока¬ 
заться в нужной степени аттенуированным для человека [182]. 
Это предположение было подтверждено во время последующих 
клинических испытаний. Аналогичным образом при введении в 
спинной мозг обезьянам была определена нейровирулентность 
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встречающихся в природе и пассированных в культуре ткани 
штаммов вируса полиомиелита [161, 163]. Эту систему выбрали 
потому, что у обезьян клетки спинного мозга более пермис- 
сивны в отношении нейролитического действия вируса полио¬ 
миелита, чем у человека [161, 163]. Сначала определили наиме¬ 
нее вирулентные для обезьян штаммы, а затем их клонировали 
и реклонировали методом бляшек, чтобы получить потомство 
с возможно более низким уровнем нейровирулентности. Полу¬ 
ченные вирусы проверяли в клинических испытаниях, где была 
показана их удовлетворительная аттенуация и иммуногенность. 

Для других вакцинных вирусов экспериментальная система 
оценки вирулентности была недоступна. Поэтому их испыты¬ 
вали на аттенуацию непосредственно на людях. Сначала пре¬ 
параты вакцин против кори и краснухи не были достаточно 
аттенуированы, но дальнейшие пассажи вируса краснухи в 
культуре клеток почек обезьян и селекция холодоадаптирован¬ 
ных температурочувствительных мутантов вируса кори дали 
удовлетворительные вакцинные штаммы. Аттенуацию вируса 
паротита также проверяли на людях. 

Полиовирусную и аденовирусную вакцины вводят перораль¬ 
но, в то время как вакцины против желтой лихорадки, кори, 
краснухи и паротита вводят парентерально. Применяемые в на¬ 
стоящее время способы введения, по-видимому, оптимальны во 
всех случаях, за исключением вакцины против кори, которая 
нейтрализуется сывороточными антителами, поступающими че¬ 
рез плаценту. Поскольку этот ингибирующий эффект сохраня¬ 
ется до 15 мес жизни, в США коревая вакцина не рекомен¬ 
дуется для введения детям в возрасте моложе 15 мес. Правда, 
в США проблемы кори практически нет, так как она здесь 
почти полностью ликвидирована. В развивающихся странах 
ситуация другая — там коревая инфекция встречается в раннем 
возрасте и оказывает опустошающее действие среди детей с не¬ 
достаточным питанием. Можно попытаться решить эту проб¬ 
лему аэрозольным введением коревой вакцины. Недавние ис¬ 
следования показали, что 100% младенцев в возрасте 4—6 мес, 
имеющих материнские антитела в сыворотке, удалось инфици¬ 
ровать, вводя вакцинный вирус в легкие в виде мелкодисперс¬ 
ного аэрозоля [162]. Материнские антитела, присутствующие до 
вакцинации в титре 1:25—1:512 (определяемом по подавле¬ 
нию бляшкообразования), не предотвращали иммунного ответа, 
хотя при введении вакцины подкожным путем при таких же 
титрах антител иммунный ответ предотвращался. 

Следует отметить, что, за исключением аденовирусной вак¬ 
цины, каждая из разрешенных в настоящее время живых 
вирусных вакцин, направлена против вируса со сложным пато¬ 
генезом инфекции, при котором вирус попадает в организм 
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парентерально (желтая лихорадка) или путем внедрения в по¬ 
верхностный слой слизистой (корь, паротит, краснуха и полио¬ 
миелит), а затем распространяется по организму к одному или 
нескольким органам-мишеням. 

Основы аттенуации 

Мутанты, отобранные пассажами на неприродном хозяине, 
накапливают много мутаций, затрудняющих точное определе¬ 
ние генетических основ их аттенуации. Для употребляемых в 
настоящее время живых вакцин этот вопрос пока плохо раз¬ 
работан. Удовлетворительно аттенуированные мутанты явля¬ 
ются продуктами процесса «генетической рулетки» и последую¬ 
щей селекции мутантов, обладающих нужными свойствами 
аттенуации и иммуногенности. Это подтверждает неудачная по¬ 
пытка Тейлера с соавт. [181] получить новые аттенуированные 
мутанты вируса желтой лихорадки с помощью процедуры, кото¬ 
рая уже дала удовлетворительно аттенуированный штамм 17D. 

Применяя довольно простые методы in vitro, некоторые вак¬ 
цинные вирусы можно отличить от диких родительских штам¬ 
мов. Например, репликация вакцинных штаммов вируса полио¬ 
миелита чувствительна к температуре, а репликация родитель¬ 
ских нечувствительна [126]. Другой пример — вакцинный вирус 
краснухи, который можно отличить от его родителей по анти¬ 
генным свойствам [93]. Вакцинные штаммы вирусов полиомие¬ 
лита типа 1 и 3 можно также отличить от родительских виру¬ 
сов, испытывая их in vivo на нейровирулентность [161]. При вве¬ 
дении в высоком титре непосредственно в спинной мозг вак¬ 
цинный вирус не парализует обезьян, в то время как родитель¬ 
ский штамм нейровирулентен при таком введении [162]. 

До настоящего времени в вирусном геноме не было карти¬ 
ровано ни одно из свойств, позволяющих отличать вакцинные 
вирусы от их родительских штаммов. Более того, роль этих 
свойств в формировании аттенуации вирусов для человека до¬ 
стоверно еще не установлена. Лучше всего это можно было бы 
сделать с маркером нейровирулентности вируса для обезьян, 
но сложность происходящих в геномах этих вирусов изменений 
мешает приписать исключительную ответственность за аттенуа¬ 
цию этому свойству. 

Трудность отделения мутаций, ответственных за аттенуа¬ 
цию, от молчащих мутаций привлекла к себе внимание при ис¬ 
следовании вакцинного штамма вируса полиомиелита типа 1 
[77]. Анализ нуклеотидных последовательностей родительского 
вируса и его вакцинного варианта показал, что последний пре¬ 
терпел замену 57 нуклеотидов, которая в свою очередь привела 
к замене 21 аминокислоты [78, 130, 151]; 33 % этих замен осно- 
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ваний произошли в гене капсидного белка ѴР1, составляющем 
только 12 % вирусного генома. Скопление мутаций в этом кап¬ 
сидном белке позволяет считать, что аттенуация возникает в 
результате изменений его поверхностных свойств. Свой вклад 
в потерю вирулентности для человека могут вносить также 
мутации в других вирусных генах. В настоящее время этот 
вопрос еще не решен, но существует ряд фактов, подтверждаю¬ 
щих, что капсидный белок VP1 является главным объектом 
аттенуации вакцинного штамма вируса полиомиелита типа 1. 

Капсидный белок VP1 экспонирован на поверхности вирио- 
на, т. е. области, которая, как считают для других вирусов, 
детерминирует тканевое сродство [13, 28]. Вероятно, VP1 участ¬ 
вует в адсорбции вируса на клетке в культуре ткани, так как 
антитела к этому белку эффективно нейтрализуют инфекцион- 
ность in vitro [24]. Адсорбция вакцинного вируса в тканях, не 
относящихся к нервной системе, по-видимому, не повреждена, 
так как в кишечнике вирус размножается до высоких титров и 
в течение длительного периода. Это наводит на мысль, что при 
изменении VP1 вакцинного штамма нарушается главным обра¬ 
зом адсорбция на клетках органа-мишени, а именно ЦНС. 

Мутации, ответственные за аттенуацию вакцинного штамма 
вируса полиомиелита типа 3, не концентрируются в области, 
детерминирующей VP1, так как последовательности этого бел¬ 
ка у родительского и вакцинного вирусов различаются лишь 
одной 274-й аминокислотой [3]. Полагают, что эта замена лизи¬ 
на на аргинин не имеет существенного структурного значения 
[3]. Более того, эта замена расположена на некотором расстоя¬ 
нии от скопления замен, встречающихся в VP1 вируса полио¬ 
миелита типа 1. Таким образом, основа аттенуации вакцинного 
вируса полиомиелита типа 3 может быть иной, чем у вакцин¬ 
ного штамма этого вируса типа 1. Поскольку во время зара¬ 
жения аттенуированными вакцинными штаммами вирусов 
полиомиелита может наблюдаться виремия, вероятно, аттенуа¬ 
ция этих вирусов для человека основана на ограничении их 
репликации в нейронах [66, 67, 104]. 

Вакцинный штамм вируса желтой лихорадки (17D) также 
подвергается мутациям, которые влияют на его защитный анти¬ 
ген— поверхностный гликопротеин ѴЗ [164]. Гликопротеин ѴЗ 
штамма 17D по своей электрофоретической подвижности в геле 
отличается от соответствующего белка родительского вируса. 
Более того, моноклональное антитело, распознающее гликопро¬ 
теин ѴЗ штамма 17D, не реагирует с гликопротеином ѴЗ роди¬ 
тельского вируса. Все эти данные указывают на то, что эти два 
вируса различаются по одному из эпитопов вирусного поверх¬ 
ностного защитного антигена. Геном вакцинного штамма 17D 
отличается от генома родительского вируса желтой лихорадки 
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по четырем большим олигонуклеотидам, т. е. изменения в вак¬ 
цинном вирусе составляют только 1 % [115]. 

Встречающиеся в природе мутанты реовируса с измененной 
тропностью к ЦНС могут быть выделены экспериментально 
путем отбора вируса с измененным капсидным белком S1 — 
аналогом ѴР1 вируса полиомиелита [175]. S1 участвует в ад¬ 
сорбции вируса на клетках хозяина и представляет собой глав¬ 
ную мишень для нейтрализующих антител [45, 193]. Мутанты 
реовируса, которые резистентны к действию нейтрализующих 
моноклональных антител, направленных против S1, обладают 
пониженной тропностью к специфическим участкам мозга экс¬ 
периментально зараженных мышей [174]. Однако эти мутанты 
с измененным белком S1 нормально размножаются во внут¬ 
ренних органах мышей. Отобранные с помощью моноклональ¬ 
ных антител мутации поверхностного гликопротеина вируса 
бешенства также могут приводить к аттенуации вируса для 
ЦНС [29, 33, 47], причем у мутантов возможны реверсии к виру¬ 
лентности, свойственной дикому типу вируса [47]. Эти наблюде¬ 
ния свидетельствуют о том, что вирус со сложным патогене¬ 
зом, включающим в себя репликацию в месте проникновения и 
последующее распространение, может быть аттенуирован изби¬ 
рательным изменением сродства к органу-мишени. Неизвестно, 
является ли этот механизм главным или вообще единственным 
для аттенуации живых вирусных вакцин, используемых в на¬ 
стоящее время. Следует подчеркнуть, что к аттенуации ведет 
ограничение любой существенной функции вируса. Таким обра¬ 
зом, мутация, которая снижает вирулентность, может возник¬ 
нуть почти в каждом гене. 

Иной подход был применен для разработки живых адено- 
вирусных вакцин, разрешенных в настоящее время для приме¬ 
нения в армии, где аденовирус вызывает эпидемии заболевания 
дыхательных путей [19, 38]. В данном случае аттенуации дости¬ 
гают ограничением инфекции зоной организма, в которой бо¬ 
лезнь не развивается. Вакцина содержит вирус дикого типа; 
ее вводят перорально в таблетках с покрытием. Когда таблет¬ 
ка достигает кишечника, вирус освобождается. Здесь развива¬ 
ется бессимптомная, вызывающая иммунитет инфекция, которая 
не распространяется на дыхательные пути — область развития 
болезни при естественном заражении. Хотя вирус выделяется 
с фекалиями, частота его передачи чувствительным контакти¬ 
рующим лицам очень низка. Избирательное инфицирование 
кишечника стимулирует энергичный системный иммунный от¬ 
вет, который обеспечивает полную или почти полную устойчи¬ 
вость к аденовирусным заболеваниям [38]. Устойчивость к по¬ 
вторному заражению не полная, но также очень высока (70 %) 
[38, 73]. 
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Преимущества живых вирусных вакцин 

Основным преимуществом живых вирусных вакцин является 
то, что они активируют все компоненты иммунной системы, вы¬ 
зывая сбалансированный ответ: системный и местный, причем 
каждый из них состоит из иммуноглобулинового и клеточного 
ответов. Это особенно важно для инфекций, при которых важ¬ 
ную роль играет клеточный иммунитет, а также для инфекций 
слизистых оболочек, при которых для оптимальной устойчи¬ 
вости необходим как местный, так и системный иммунитет. 
Местное инфицирование живой вирусной вакциной у непрайми- 
рованного хозяина обычно более эффективно стимулирует мест¬ 
ный ответ, чем парентеральное введение инактивированной 
вакцины [12, 100, 136—139]. Живые вирусные вакцины стиму¬ 
лируют иммунный ответ на каждый из защитных антигенов, 
и это устраняет трудности, возникающие в связи с избиратель¬ 
ным разрушением одного из защитных антигенов, которое мо¬ 
жет произойти в процессе приготовления инактивированной 
вакцины. 

Более того, иммунитет, индуцируемый живой вирусной вак¬ 
циной, обычно более продолжителен, более эффективен и дает 
больше перекрестных реакций, чем иммунитет, индуцируемый 
инактивированной вакциной [187, 192, 199; Clements, Betts, 
Maassab, Murphy, неопубликованные данные]. Последнее свой¬ 
ство особенно важно для таких вирусов, как вирус гриппа, 
которые подвергаются прогрессирующим антигенным вариа¬ 
циям. Следует также отметить практические преимущества мно¬ 
гих живых вирусных вакцин, к которым относятся низкая стои¬ 
мость их производства и легкость введения. 

Недостатки живых вирусных вакцин 

Всегда существует вероятность присутствия в вакцинах слу¬ 
чайных живых агентов. К счастью, это редко становится проб¬ 
лемой. Некоторые ранние серии живой полиовирусной вакцины 
были контаминированы живым вирусом SV40, но этот вирус 
быстро удалили, и все последующие серии вакцины были сво¬ 
бодны от него [68]. Живая вакцина против желтой лихорадки 
сначала содержала вирус лейкоза птиц, но впоследствии ее уда¬ 
лось очистить от этого агента [161]. В длительных наблюдениях 
за индивидуумами, которые получили живую вакцину, конта- 
минированную вирусом SV40 или вирусом птичьего лейкоза, не 
было обнаружено каких-либо отрицательных долгосрочных эф¬ 
фектов, связанных с этими посторонними вирусами, например 
заболеваний раком [118, 190]. Тем не менее благоразумие тре¬ 
бует, чтобы живые вирусные вакцины были свободны от подоб- 
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ных загрязнений. Некоторые живые вирусные вакцины, такие 
как вакцинные варианты вирусов кори, краснухи и желтой лихо¬ 
радки, сохраняют низкий уровень остаточной вирулентности. 
Реакции, вызываемые такими вакцинами, незначительны, и по¬ 
этому эти препараты широко используются. Наиболее серьез¬ 
ная проблема заключается в восстановлении вирулентности в 
ходе инфекции, вызванной вакцинными вирусами. Для полио- 
вирусной вакцины это наблюдается чрезвычайно редко: ~ 1 слу¬ 
чай на ІО 6 — ІО 7 иммунизаций [127]. Значительная часть пара¬ 
литических заболеваний, связанных с вакцинным вирусом, 
наблюдается у лиц с дефектной иммунной системой, и это 
может быть не связано с проявлением генетических изменений 
вакцинного вируса [116]. В ряде случаев вакцинный вирус вновь 
приобретает вирулентность и вызывает заболевание у вакцини¬ 
рованного или у близко контактировавших с ним [76]. 

Генетическая основа очень редкого увеличения вирулентно¬ 
сти вакцинных штаммов вируса полиомиелита во время его реп¬ 
ликации in vivo неизвестна [204]. В случае вируса типа 3 в 
кишечнике вакцинированных может наблюдаться сдвиг в сто¬ 
рону более высокого уровня вирулентности для ЦНС обезьян, 
однако пока значение таких изменений не выяснено. Они ши¬ 
роко распространены, но связанный с вакцинацией паралич 
встречается чрезвычайно редко [116, 198]. Информация о мута¬ 
циях, развивающихся во время репликации вакцинного вируса 
в организме индивидуума с бессимптомной инфекцией или пара¬ 
личом, скудна. Было проанализировано пять изолятов— четыре 
от больных с параличом, связанным с вакцинацией (два виру¬ 
сом полиомиелита типа 1 и два типа 3), и один от вакциниро¬ 
ванного, у которого полиомиелит (типа 1) не развился. Карты 
больших олигонуклеотидов этих изолятов (представляющих 
10 % вирусного генома) сравнивали с соответствующими кар¬ 
тами родительских вакцинных штаммов [135]. На основании 
этих исследований было установлено, что четыре изолята из 
пяти обследованных (три типа 1 и один типа 3) претерпели 
от 40 до 70 мутаций [135]. Картина мутаций изолятов типа 1 
была уникальной для каждого вируса. Интересно, что олиго¬ 
нуклеотидная карта одного из вирусов типа 3, выделенного из 
спинного мозга больного бульбарным полиомиелитом, не отли¬ 
чалась от соответствующей карты вакцинного вируса [135]. 
Полученные данные позволяют предположить, что этот вирус 
претерпел менее 10 мутаций. Таким образом, для восстановле¬ 
ния вирулентности требуется всего несколько мутаций в соот¬ 
ветствующей зоне. Похоже, что многие мутации, обнаруженные 
в других изолятах, были «молчащими» в отношении нейро¬ 
вирулентности. 

Одной из проблем во время первых полевых испытаний вак- 
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цины против желтой лихорадки была генетическая нестабиль¬ 
ность. У вакцинированных, получивших вирус, который прошел 
20 дополнительных пассажей после получения исходной попу¬ 
ляции [49, 182], в 1—2 % случаев наблюдался энцефалит. 

Другая потенциальная сложность заключается в возможно¬ 
сти развития в результате вакцинации персистентной инфек¬ 
ции. Это явление встречалось у получавших полиовирусную вак¬ 
цину детей с иммунодефицитом и иногда вело к развитию пара¬ 
лича [200]. У индивидуумов с нормальной иммунной системой, 
страдающих вызванным вирусом краснухи артритом, этот ви¬ 
рус был выделен из лимфоцитов через 6 лет после иммуниза¬ 
ции или естественной инфекции [21, 22]. Подобное явление было 
обнаружено только недавно, поэтому его частоту и значение 
еще предстоит определить. У вакцинного вируса кори персис- 
тенция не обнаружена; по-видимому, этот вирус не имеет отно¬ 
шения к развитию синдрома ПСПЭ [107], Напротив, широкое 
применение коревой вакцины почти полностью ликвидировало 
это редкое, но тяжелое следствие персистентной инфекции, вы¬ 
зываемой диким типом вируса кори. Хотя теоретически в пер¬ 
вые три месяца беременности существует риск заражения пло¬ 
да вакцинным вирусом краснухи и последующего развития 
врожденного синдрома краснухи, реальный риск, по-видимому, 
незначителен ПН]. 

В некоторых условиях встречающийся в природе вирус крас¬ 
нухи дикого типа может интерферировать с вакцинным виру¬ 
сом, что приводит к снижению эффективности вакцинации. 
Впервые это явление наблюдалось с живыми вакцинными штам¬ 
мами вируса полиомиелита, которые интерферировали с самы¬ 
ми разными одновременно циркулирующими кишечными виру¬ 
сами. 

Наконец, следует отметить, что для некоторых вакцинных 
вирусов, таких как вирус кори, серьезной проблемой является 
их стабильность. Необходимость хранения и транспортировки 
коревой вакцины при низкой температуре (4°С) ограничивает 
ее применение в тропических районах, где при транспортировке 
и хранении трудно поддерживать низкую температуру. 

Направления усовершенствования 
живых аттенуированных вакцин в будущем 

В разработке новых живых вакцин традиционные методы 
аттенуации не утратили своего значения. Например, недавние 
попытки аттенуировать вирус ветрянки путем серии пассажей 
в культуре ткани дали перспективный для вакцины штамм Ока 
[179]. Этот штамм, по-видимому, удовлетворительно аттенуи¬ 
рован и иммуногенен, однако основы этой аттенуации неизвест- 
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ны. Во время пассирования в культуре штамм Ока претерпел 
много мутаций, на что указывает потеря по крайней мере шести 
рестрикционных сайтов [36]. Недавно в результате серии пас¬ 
сажей на культуре ткани [149] был аттенуирован для шимпанзе 
вирус гепатита А (НАѴ). Пассированный на культуре вирус 
инфицировал шимпанзе, но не вызывал у них гепатита. Нако¬ 
нец, другой подход к аттенуации вакцинных вирусов, исследуе¬ 
мый в настоящее время, — это использование животных виру¬ 
сов, которые антигенно близкородственны аналогичным вирусам 
человека. Этот подход, ведущий назад к Дженнеру, в настоя¬ 
щее время проверяется на ротавирусах [201]. После того как 
для разработки живых вирусных вакцин будут применены но¬ 
вые методы создания вирусов с определенными мутациями или 
набором генов, традиционные методы достижения аттенуации 
будут использоваться гораздо реже. Вакцинные штаммы буду¬ 
щего представляют собой вирусы, несущие стабильные вполне 
определенные и идентифицируемые аттенуирующие мутации 
или сочетания генов, так как для этих штаммов будут известны 
генетические основы аттенуации и весь процесс получения вак¬ 
цин можно будет контролировать непосредственно на всех 
стадиях их разработки, производства и использования. Опреде¬ 
ленные аттенуирующие мутации можно индуцировать химиче¬ 
скими мутагенами или получить путем делеции части вирусного 
генома. Их можно также отобрать в процессе роста вируса 
в условиях, благоприятствующих некоторым желательным му¬ 
тациям, встречающимся в природе. Следует заметить, что 
иногда аттенуации достигают смешением генов двух родствен¬ 
ных вирусов при получении реассортантного вируса. Такой 
вирус плохо размножается из-за ограничений, налагаемых про¬ 
дуктами определенных генов или несовместимостью генных 
продуктов, полученных от двух родителей [121]. 


Миссенс-мутации 

Миссенс-мутации возникают в результате замены оснований 
в вирусном геноме и отражаются в замене аминокислот в со¬ 
ответствующем участке кодируемого вирусного белка. Часто 
мутации этого типа можно идентифицировать прямо по наблю¬ 
даемым изменениям пораженного белка или косвенно — по 
изменениям сложной вирусной функции, связанной с изменен¬ 
ным белком. Детально исследованы два типа миссенс-мутантов 
с легко определяемыми фенотипами, причем их проверяли на 
вирулентность и на потенциальную пригодность для получения 
аттенуированных мутантов, которые можно было бы исполь¬ 
зовать в качестве живых вирусных вакцин. К первому типу от- 
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носятся условно-летальные, температурочувствительные мутан¬ 
ты (/s -мутанты), эффективно реплицирующиеся в нижних пре¬ 
делах нормальных температурных границ, но ограниченные в 
росте при высокой температуре [121]. Второй тип — холодо¬ 
адаптированные (ш-мутанты), эффективно реплицирующиеся 
при субнормальных температурах [96]. При отборе встречаю¬ 
щихся в природе oz -мутаций обычно отбираются и /5-мутации. 
Следует подчеркнуть, что процедуры, применяемые обычно для 
индукции или отбора /s- или са-мутаций, как правило, приводят 
и к другим миссенс-мутациям, которые не имеют /s -или ш-фено- 
типа [30]. 

Аттенуация и иммуногенность /s -мутантов вируса гриппа А 
и вируса RS были определены в исследованиях на эксперимен¬ 
тальных животных, а затем на людях. Сначала вирус дикого 
типа выращивали в присутствии мутагена (5-фторурацила), 
который индуцирует миссенс-мутации, а затем искомые мутан¬ 
ты идентифицировали по их /s -фенотипу. Отбирали /s -мутанты, 
поскольку считали, что /s -дефекты будут ограничивать репли¬ 
кацию при более высокой (37 °С) температуре в нижних дыха¬ 
тельных путях и не будут мешать размножению при более низ¬ 
кой (28—32 °С) температуре в верхних дыхательных путях. При 
экспериментальных исследованиях на животных мутанты обоих 
вирусов хорошо размножались в носовой полости, но в легких 
их размножение было ограничено. 

Отобранные для дальнейших исследований /s -мутанты виру¬ 
са гриппа А имели мутации в генах, кодирующих внутренние 
белки вирионов, так что эти мутации можно было перенести 
путем реассортации генов в вирусы, несущие поверхностные 
белки новых эпидемических или пандемических штаммов [20]. 
При таком подходе подразумевается, что за аттенуацию несу¬ 
щих /s -гены реассортантных вирусов ответственны химически 
индуцированные /s -мутации. Что дело обстоит именно так, было 
показано на реассортантах, полученных из вирусов (/s -доноров) 
с мутациями в генах РВ1 и РВ2 [101]. 

Хотя серия реассортантных вирусов гриппа А, несущих ге¬ 
ны РВ1 и РВ2, была удовлетворительно аттенуирована (это 
было проверено на восприимчивых добровольцах), в процессе 
работы с ними становилось все очевиднее, что генетическая 
нестабильность в данном случае представляет собой неразре¬ 
шимую проблему. В организме восприимчивого ребенка реас- 
сортантный /s -вирус подвергается сложной серии генетических 
изменений, в том числе новым «супрессирующим» мутациям. 
Они ведут к потере /s -фенотипа и восстановлению вирулент¬ 
ности, хотя /s -реассортант очень плохо реплицируется in vivo 
[184, 185]. Генетическая нестабильность мешает также получе¬ 
нию подходящих для использования в целях иммунопрофилак- 
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тики /s -мутантов вируса RS [20]. Ограничения роста аттенуи¬ 
рованных мутантов in vitro способствуют сильной положи¬ 
тельной селекции новых мутаций, благоприятствующих лучше¬ 
му росту вируса и позволяющих избежать ограничений, нала¬ 
гаемых исходными мутациями. Опыт, накопленный с /s-peaccop- 
тантами вируса гриппа А и fe -мутантами вируса RS, показы¬ 
вает, что для сохранения стабильности мутантов необходимо, 
чтобы во время репликации в организме полностью восприим¬ 
чивых индивидуумов они не утратили свой аттенуированный 
фенотип путем реверсии и (или) новой мутации. Два /s -гена 
/s -реассортантов вируса гриппа были неспособны создать та¬ 
кой уровень стабильности. 

Большие надежды подают са-мутанты, поскольку мутант¬ 
ный фенотип во время репликации in vitro более стабилен [199]. 
Первоначально вирус — донор са-признака был получен путем 
адаптации вируса гриппа А к росту при 25°С — субоптималь¬ 
ной температуре для вируса дикого типа №. Это было достиг¬ 
нуто серией пассажей с последовательным понижением темпе¬ 
ратуры (от 35 до 25°С) в первичной культуре почек куриного 
эмбриона. Отобранный таким образом са-мутант был также и 
/s -мутантом. Гены вируса — донора са-признака были затем 
перенесены нескольким новым антигенным вариантам вируса 
гриппа А. Полученные при этом реассортанты проявляли са- и 
/s -фенотипы аттенуированного донора [30, 96]. В клинических 
испытаниях реассортанты, получившие все шесть генов непо¬ 
верхностных антигенов («переносимые» гены) от вируса — до¬ 
нора са-признака, были удовлетворительно аттенуированными 
и иммуногенными для восприимчивых лиц [121]. Во время за¬ 
ражения восприимчивых добровольцев эти реассортанты сохра¬ 
няли свои са- и /s -фенотипы [121, 199]. Однако у двух реассор- 
тантов, которые получили от вируса — донора са-признака 
только пять из шести переносимых генов, наблюдалась неста¬ 
бильность са-фенотипа [123]. Детальный анализ вируса-донора 
указывает, что во время пассажей при низкой температуре в 
культуре почек куриного эмбриона каждый из шести перено¬ 
симых генов подвергся по крайней мере одной миссенс-мута- 
ции [30]. Эти множественные мутации могут объяснить, почему 
во время репликации in vivo са-реассортанты реже теряют свой 
аттенуированный фенотип (са- и is-), чем /s -реассортанты, 
которые имеют определяемые миссенс-мутации только в двух 
из шести переносимых генов. Все мутации, которые были опре¬ 
делены в са-реассортантах, так же как и другие мутации, кото¬ 
рые не проявляются, могут быть нужны для того, чтобы во 
время инфицирования полностью восприимчивого индивидуума 
свести к минимуму потерю аттенуированного фенотипа. 
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Реассортация генов 

Вирусы, имеющие сегментированный геном, могут быть эф¬ 
фективно аттенуированы путем реассортации генов. Как описа¬ 
но ранее, вирулентный вирус гриппа А аттенуируется перено¬ 
сом is- и са-генов от донора-мутанта. Мутации, используемые 
для этой цели, должны быть локализованы в генах, кодирую¬ 
щих неповерхностные антигены, так чтобы мутантные гены 
могли быть перенесены в реассортантный вирус с нужными 
поверхностными антигенами, обычно принадлежащими новому 
эпидемическому или пандемическому штамму. В такой ситуа¬ 
ции несущие миссенс-мутации «переносимые» гены ограничи¬ 
вают репликацию вируса, что и приводит к аттенуации. 

Аттенуация может быть также достигнута за счет других 
типов «перенесеных» генов, имеющих мутации, которые нельзя 
определить простыми лабораторными методами, такими как 
методы идентификации ts - и са-фенотипов [11, 48]. Например, 
ограничение размножения вируса гриппа человека может быть 
результатом переноса генов, которые несут мутации, опреде¬ 
ляющие спектр хозяев (hr). Отбор таких мутаций происходит 
во время адаптации вируса к неприродному хозяину. С этой 
целью использовали повторные пассажи на куриных эмбрионах, 
отбирая /ir -мутации, придающие человеческому вирусу способ¬ 
ность к росту in оѵо [48]. Эти мутации ведут также к ограни¬ 
чению роста вируса в организме его исходного хозяина. Дан¬ 
ный подход иллюстрируется на примере высокопассажного 
адаптированного к куриным эмбрионам штамма PR-8 вируса 
гриппа (H1N1), который аттенуирован для взрослых, не имею¬ 
щих вообще или имеющих низкий уровень антител к гемаг- 
глютинину этого вируса в сыворотке [11]. 

Замена четырех или пяти перенесенных генов вирулентного 
вируса гриппа А человека на соответствующие гены PR-8, как 
правило, обеспечивает получение реассортантов удовлетвори¬ 
тельно аттенуированных для восприимчивых индивидуумов [48]. 
Однако даже все шесть переносимых генов PR-8 полностью не 
аттенуируют вирулентный для человека вирус гриппа А. При 
повторных пассажах PR-8 на куриных эмбрионах идет отбор 
вирусных белков, способных эффективно функционировать в 
ходе их сложного взаимодействия в клетках птиц. Вместе с тем 
/іг-мутации снижают эффективность измененных вирусных бел¬ 
ков в клетках исходного хозяина — человека. Неспособность 
полного комплекта шести переносимых генов вызывать полную 
аттенуацию дикого типа вируса гриппа человека свидетельст¬ 
вует о том, что hr - мутации не ограничивают размножения ви¬ 
руса в достаточной степени. Для удовлетворительной аттенуа¬ 
ции, по-видимому, требуются дополнительные ограничения, 
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обеспечиваемые несовместимостью белков мутантного и дикого 
типа вирусов гриппа человека, которые взаимодействуют в та¬ 
ких кооперативных функциях, как транскрипция и репликация 
вирусной РНК. Подобная интерпретация подтверждается на¬ 
блюдением, что любой из удовлетворительно аттенуированных 
реассортантов PR-8 имеет один и тот же смешанный набор 
полимеразных генов. Первый и третий гены происходят из ви¬ 
руса PR-8, а оставшийся полимеразный ген происходит из 
вирулентного вируса-родителя [48]. Ни один из других «пере¬ 
носимых» генов PR-8 не обеспечивает регулярно полной атте¬ 
нуации. Аттенуации вирусов гриппа А человека можно также 
достигнуть переносом генов от вируса гриппа птиц, размноже¬ 
ние которого значительно ограничено в клетках приматов 
[124]. Упомянутые гены отбирались в природе в течение дли¬ 
тельного периода по их способности эффективно функциониро¬ 
вать в клетках птиц. В отличие от этого используемые для 
аттенуации гены PR-8 происходят из вирулентного вируса грип¬ 
па А человека и были отобраны по их эффективной функции 
в клетках куриного эмбриона в течение ограниченного числа 
пассажей. 

Первоначально во время скрининга вируса гриппа А птиц 
было найдено два штамма, весьма ограниченных по их спо¬ 
собности к размножению в легких беличьих обезьян [122]. За¬ 
тем шесть генов вирулентного вируса гриппа А человека, хоро¬ 
шо репродуцирующегося в легких обезьян, были заменены на 
соответствующие гены одного из высокорестриктированных 
штаммов [124]. Образовавшийся реассортант был так же атте¬ 
нуирован для обезьян, как и его родитель — птичий вирус грип¬ 
па. Тем не менее заражение реассортантом индуцировало у 
обезьян значительную резистентность к последующему зараже¬ 
нию вирусом гриппа А человека. При испытаниях на восприим¬ 
чивых взрослых-добровольцах реассортант вирусов гриппа чело¬ 
века и птиц также оказался удовлетворительно аттенуирован¬ 
ным и иммуногенным (Murphy, Clements, неопубликованные 
данные). Аттенуация генами вируса гриппа птиц отличается от 
аттенуации генами адаптированного к куриным эмбрионам ви¬ 
руса PR-8 в одном отношении. Последний недостаточно эффек¬ 
тивен, для того чтобы придать удовлетворительную аттенуацию 
без дополнительных ограничений, обеспечиваемых несовмести¬ 
мостью полимеразного комплекса. Напротив, гены вируса грип¬ 
па птиц достаточно дефектны, для того чтобы придать желае¬ 
мый уровень аттенуации без дополнительных ограничений. 
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Создание стабильных мутантов 
с помощью технологии рекомбинантной ДНК 

Другой подход к созданию стабильных мутантов заключа¬ 
ется в использовании делеционных мутаций, которые должны 
быть стабильными, так как они не подвергаются реверсиям и 
вряд ли угнетаются новыми мутациями на другом участке 
вирусного генома. По этой причине в настоящее время пред¬ 
принимаются усилия для получения стабильных делеционных 
мутаций, которые делали бы вирус достаточно дефектным, для 
того чтобы он стал аттенуированным, но не настолько дефект¬ 
ным, чтобы он потерял жизнеспособность. Генетическая хирур¬ 
гия этого типа с использованием рестрикционных эндонуклеаз 
может быть осуществлена только на молекуле ДНК. Следова¬ 
тельно, вирусные геномы, состоящие из РНК, должны быть 
транскрибированы в ДНК, а затем в этой форме их можно 
подвергать манипуляциям. Это ставит нас перед трудной за¬ 
дачей транскрибирования мутантной ДНК в такую РНК, кото¬ 
рую можно перенести обратно в инфекционный вирус. 

ДНК-содержащие вирусы 

Получены стабильные жизнеспособные делеционные мутан¬ 
ты нескольких ДНК-содержащих вирусов животных, субпопу¬ 
ляции которых проявляют уменьшенную способность к репли¬ 
кации. Они представляют интерес, так как уменьшение способ¬ 
ности к репликации — это и есть аттенуация. Жизнеспособные 
делеции могут быть произведены как в неструктурных, так и 
в структурных генах. Например, в геноме SV40 могут подверг¬ 
нуться делециям без потери жизнеспособности по крайной мере 
три участка [8, 26, 183]. Один участок, поздний лидер, является 
неструктурной областью, а два других представляют собой 
гены для капсидного белка ѴР2 и раннего белка — малого 
Т-антигена [8, 183]. Из этих участков без потери жизнеспособ¬ 
ности может быть делетирована довольно большая часть гено¬ 
ма [44, 81]. В одном случае Кониг и Лай [81] сконструировали 
мутант SV40 с двойной делецией, у которого отсутствовало 
7,5 % вирусного генома, но жизнеспособность в культуре ткани 
сохранялась. Был также получен жизнеспособный мутант виру¬ 
са полиомы с относительно обширной делецией (с сохранением 
фазы трансляции) в структурном гене для среднего и большого 
Т-антигенов [60]. Таким образом, как в некодирующих, так и в 
кодирующих областях паповавирусов существуют участки, кото¬ 
рые могут быть делетированы без потери жизнеспособности. 
Более того, делеция внутри участка любого типа может умень¬ 
шить репликативную способность вируса. Некоторые адено- 
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вирусные мутанты с делецией в раннем участке 1 (El) также 
жизнеспособны в клетках человека, но их рост значительно 
ограничен [71]. 

Информация, полученная в исследованиях на животных, 
указывает на то, что делеции в соответствующих участках гено¬ 
ма могут давать жизнеспособные мутанты с ограниченной спо¬ 
собностью к репликации in vivo [102]. Некоторые мутанты ви¬ 
руса полиомы с делециями в ранних участках способны зара¬ 
жать мышей-сосунков, но уровень репликации при этом равен 
1/10—1/10 000 уровня репликации вируса дикого типа. Несмот¬ 
ря на такой уровень рестрикции in vivo, некоторые из этих 
делеционных мутантов растут в культуре клеток до такого же 
высокого титра, как и дикий вирус. В отличие от вирусов 
дикого типа делеционные мутанты не вызывают персистентную 
инфекцию у мышей-сосунков [102]. Хотя паповавирусы не яв¬ 
ляются подходящими кандидатами для разработки вакцин, дан¬ 
ные, полученные в опытах с мутантами вируса полиомы, сви¬ 
детельствуют о том, что делеция в соответствующем участке 
генома ДНК-содержащих вирусов может ограничивать репли¬ 
кацию вируса in vivo, не влияя на его рост в культуре ткани. 
Более того, делеционные мутанты могут благоприятно изме¬ 
нять патогенез инфекции, превращая персистентную инфекцию 
в спонтанно затухающую. 

Представление об опасности, связанной с онкогенным по¬ 
тенциалом аденовирусов, предотвратило распространение изби¬ 
рательной кишечной иммунизации, направленной против дру¬ 
гих серотипов аденовирусов, особенно тех, которые важны в 
педиатрической практике заболеваний дыхательных путей. Не¬ 
смотря на то что интенсивные исследования связи аденовиру¬ 
сов с развитием рака у человека дали отрицательный ответ на 
этот вопрос, беспокойство о возможной онкогенности аденови¬ 
русов сохраняется [57]. Не исключено, что в будущем эффек¬ 
тивная вакцина для детей будет получена с помощью генной 
инженерии в комбинации с кишечной вакцинацией. Ответствен¬ 
ные за трансформацию клеток гены аденовируса типа 5 распо¬ 
ложены в пределах 6 % длины вирусного генома в его левой 
концевой части на том участке, который кодирует ранние функ¬ 
ции аденовируса [56]. Мутанты со спонтанными делециями в 
этой области можно отобрать путем обработки аденовирусной 
ДНК рестриктазой, вырезающей с левого конца вирусного гено¬ 
ма участок, составляющий 4 %, а затем вирусной ДНК, обра¬ 
ботанной ферментом, осуществить трансфекцию клеток, транс¬ 
формированных аденовирусом [71]. Трансформированные адено¬ 
вирусом клетки используют с целью обеспечения функций, 
дефектных у искомого делеционного мутанта. Некоторые деле¬ 
ционные мутанты, полученные таким образом, проявляют еле- 
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дующие необходимые для вакцинных вирусов свойства: а) жиз¬ 
неспособность, б) ограничение способности к репликации в нор¬ 
мальных клетках человека и в) неспособность к трансформации 
клеток в культуре [71]. Эти наблюдения позволяют предполо¬ 
жить, что можно получить мутанты с делениями в участках 
трансформации, т. е. дефектные по трансформационной актив¬ 
ности, с ограниченной способностью роста в клетках человека. 
Степень ограничения роста является критическим свойством, 
так как нужные мутанты должны быть достаточно компетент¬ 
ными, для того чтобы in vivo инфицировать достаточное для 
стимуляции иммунитета количество клеток. 

Члены семейства герпесвирусов представляют собой важ¬ 
ный объект для разработки вакцин. Недавние успехи в пони¬ 
мании организации генома HSV создают базу для достижения 
его аттенуации и других желательных свойств путем избира¬ 
тельной инактивации специфических генов. Например, делеция 
в раннем гене, не являющемся необходимым для способности 
к продуктивной инфекции у HSV-1 (ген 22), значительно умень¬ 
шает нейровирулентность для мышей [157]. Однако при разра¬ 
ботке герпесвирусных вакцин аттенуация не является единст¬ 
венной целью, так как главное препятствие в использовании 
герпесвирусов в виде живых вакцин заключается в склонности 
некоторых вирусов из этого семейства (HSV-1, HSV-2 и вируса 
ветрянки) вызывать заболевания после реактивации. Как по¬ 
казали недавние исследования, имеется возможность преодо¬ 
леть это препятствие путем делеции гена, продукт которого не 
влияет на способность к продуктивной инфекции, но необходим 
для проявления латентности и реактивации. Эти свойства, веро¬ 
ятно, определяются двумя генами — геном 22 (ранним альфа¬ 
геном) и геном тимидинкиназы (^-геном). Делеция любого из 
этих генов, так же как и миссенс-мутация в tk- гене, уменьшает 
или предотвращает реактивацию HSV-1 в организме животных 
[148, 156, 180]. Важно отметить, что эти мутанты могут инфици¬ 
ровать мышей и защищать их против заражения вирусом дико¬ 
го типа [156, 157]. 

Другое существенное препятствие в использовании живой 
герпесвирусной вакцины связано со способностью некоторых 
из этих вирусов к трансформации клеток в культуре и с той 
ролью, которую HSV-2 и ЕВѴ, возможно, играют в развитии 
рака у человека [52]. Как только будут определены гены, ответ¬ 
ственные за эти функции, можно будет попытаться модифици¬ 
ровать их путем делеции или инактивировать с помощью 
вставки. 

Чтобы встроить гены, кодирующие защитные антигены виру¬ 
сов, в гетерологичный вирус, аттенуированный для человека, 
можно также использовать методы рекомбинантной ДНК. В на- 
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стоящее время этот подход отрабатывают для использования 
в качестве аттенуированного вектора вируса осповакцины [98, 
141, 171, 172]. Этот вирус имеет длинную историю безопасного 
использования на людях. Противопоказания к его использова¬ 
нию хорошо известны — генерализованные поражения кожи, 
такие как экзема, и серьезные дефекты Т-клеток. В вирус оспо¬ 
вакцины под контроль его промоторов может быть встроено по 
крайней мере 22 kb экзогенной ДНК без снижения инфекцион¬ 
ное™ вируса для культуры клеток. Экзогенные гены поверх¬ 
ностных антигенов вируса, таких как поверхностный антиген 
НВѴ, гемагглютинин вируса гриппа, gD -антиген HSV, эффек¬ 
тивно экспрессируются in vitro и in vivo при заражении реком¬ 
бинантным осповакцинным вектором. Более того, было пока¬ 
зано, что такие рекомбинанты, как вирус осповакцины, содер¬ 
жащий либо ген НА вируса гриппа, либо ген поверхностного 
антигена НВѴ, либо ген gDHSV, защищают экспериментальных 
животных [141, 172]. Подобный метод продукции защитных ви¬ 
русных антигенов в клетках эукариот представляется многообе¬ 
щающим, так как эти антигены должны экспрессироваться на 
клеточной поверхности вместе с антигенами гистосовместимости 
хозяина, гарантируя, таким образом, эффективный клеточный и 
гуморальный ответ. 

РНК-содержащие вирусы 

Недавно была сконструирована полная клонированная 
ДНК — копия позитивного РНК-генома вируса полиомиелита 
путем соединения трех частичных клонов генома этого вируса 
[152]. Существенно, что данная ДНК инфекционна для культуры 
обезьяньих и человеческих клеток. Это важное наблюдение поз¬ 
воляет предположить, что клетка распознает соответствующие 
контрольные сигналы клонированной ДНК вируса полиомие¬ 
лита и использует эти сигналы для транскрипции полной плюс- 
цепи РНК, которая инициирует нормальный цикл инфекции. 
Создание делеционных мутантов вируса полиомиелита и дру¬ 
гих пикорнавирусов, а также других РНК-содержащих вирусов 
с позитивным геномом, таких как тогавирусы, должно быть от¬ 
носительно простым, потому что измененная клонированная 
ДНК может быть непосредственно перенесена в инфекционный 
вирус путем трансфекции культуры клеток. Таким образом, 
жизнеспособные делеционные мутанты могут быть идентифи¬ 
цированы и затем оценены в отношении аттенуации и иммуно¬ 
генное™. 

Конструирование стабильных делеционных мутантов РНК- 
содержащих вирусов с негативным геномом представляет со¬ 
бой более трудную задачу в связи с необходимостью переноса 
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закодированной в клонированной ДНК информации в минус- 
цепь вирусной РНК и затем обратно в инфекционный вирус. 
Наибольший прогресс был достигнут с вирусом гриппа А, кото¬ 
рый имеет сегментированный геном, состоящий из восьми от¬ 
дельных РНК-генов. В настоящее время клонированную ДНК, 
содержащую полную последовательность любого гена вируса 
гриппа, можно сконструировать с помощью методов получения 
рекомбинантной ДНК [87]. Клонированная ДНК, встроенная 
в соответствующий вирусный вектор, такой как SV40, экспрес¬ 
сируется в эукариотических клетках как функциональный белок 
вируса гриппа [55, 62, 177]. Более того, если определенные важ¬ 
ные участки клонированной ДНК делетированы, то функция 
белков вируса гриппа может быть нарушена [177]. Благодаря 
проведенным экспериментам подготовлена почва для получения 
делеционных мутантов вируса гриппа А и других вирусов с не¬ 
гативным геномом. Однако еще предстоит разработать методы 
переноса генетической информации из клонированной ДНК 
в инфекционный вирус. 

Успех создания удовлетворительных вирусных вакцин с по¬ 
мощью рекомбинантной ДНК зависит также от ряда других 
факторов. Во-первых, рост делеционных мутантов in vitro дол¬ 
жен быть достаточным, для того чтобы сделать производство 
вакцины экономически возможным. Во-вторых, их рост in vivo 
должен быть достаточным для стимуляции эффективного имму¬ 
нитета. В-третьих, предположение, что делеционные (или ин- 
серционные) мутанты являются фенотипически более стабиль¬ 
ными, чем миссенс-мутанты, не доказано. Ясно, что реверсия 
делеционного мутанта к дикому генотипу невозможна. Однако 
не исключено, что дикий фенотип может быть восстановлен 
благодаря мутации в другом участке («супрессия») [153]. 
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Пикорнавирусы и их репликация 

Рональд Р. Рюкерт 1 


Пикорнавирусы принадлежат к числу самых мелких из из¬ 
вестных РНК-содержащих вирусов, отсюда и происходит их 
название: рісо — очень маленькие, та —РНК. Они составляют 
одно из наиболее многочисленных и важных семейств возбуди¬ 
телей заболеваний человека и сельскохозяйственных животных. 
Пикорнавирусами являются и вирус ящура (FMDV), и полио¬ 
вирус, и вирус гепатита А человека. К этому же семейству от¬ 
носятся риновирусы человека — основные возбудители простуд¬ 
ных заболеваний. 

Экономическое и медицинское значение пикорнавирусов 
естественным образом определяет их заметную роль в разви¬ 
тии современной вирусологии. Вирус ящура, важнейший возбу¬ 
дитель заболеваний крупного рогатого скота, был фактически 
первым вирусом животных, открытым Леффлером и Фрошем 
[173] в 1898 г. Они обнаружили, что возбудитель ящура прохо¬ 
дит через фильтры Беркфельда, т. е. он намного мельче, чем 
все другие известные патогенные микроорганизмы. Сообщение 
о том, что полиомиелит также вызывается вирусом, появилось 
примерно десятилетие спустя [165], однако название «полиови¬ 
рус» вошло в употребление лишь примерно с 1955 г. [311]. 

Стимулом к изучению молекулярной биологии пикорнавиру¬ 
сов послужило обнаружение у полиовируса способности к раз¬ 
множению в культивируемых клетках [92]. Этому изучению 
способствовало также создание метода бляшек для определе¬ 
ния инфекционности [82] и методов очистки и кристаллизации 
полиовируса [280, 292], сделавших возможным применение рент¬ 
геноструктурного анализа в этой области. Существенным мо¬ 
ментом послужило и установление питательных потребностей 
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клеток в культуре [85]. Используя питательные среды опреде¬ 
ленного состава и радиоактивные предшественники с известной 
удельной радиоактивностью [71, 72], можно было метить вирус¬ 
ные макромолекулы в синхронно зараженных культурах [70]. 
Чувствительность клеток к вирусу связана с наличием у них 
специфических рецепторов [73, 132]; установлению этого факта 
способствовало обнаружение инфекционности изолированной 
РНК пикорнавирусов [3, 51]. 

Большое значение для молекулярной биологии в целом име¬ 
ли еще три открытия: а) обнаружение первой РНК-зависимой 
РНК-полимеразы [14]; б) идентификация спиральной двухцепо¬ 
чечной репликативной формы вирусной РНК [217]; в) обнару¬ 
жение того, что генные продукты полиовируса образуются в 
результате протеолитического расщепления большого полипро¬ 
теина [295]. Идея о том, что это расщепление обеспечивает 
получение нескольких белков на моноцистронной матрице 
полиовирусной мРНК, послужила основанием к предположению 
о моноцистронном характере всех эукариотических мРНК в от¬ 
личие от полицистронного характера мРНК прокариот [144]. 

Классификация 

Поиски эффективных вакцин, в особенности против ящура 
[27] и полиомиелита [24, 209, 236], привели к обнаружению 
множества агентов, родственных полиовирусу, и теперь число 
серотипов превышает 231 (табл. 18.1). 


Роды 

В настоящее время семейство пикорнавирусов разделяют 
на четыре рода: Enterovirus , Cardiovirus, Rhinovirus и Aphtho - 
virus (вирус ящура). Представители этих родов практически 
неразличимы под электронным микроскопом. 

Энтеровирусы, называемые так потому, что они населяют 
пищеварительный (кишечный) тракт, включают не только по¬ 
лиовирусы (три серотипа), но также вирусы Коксаки (23 серо¬ 
типа), ECHO (32 серотипа), энтеровирусы человека типов 68— 
72, в том числе вирус гепатита А [59, 210], и многие энтерови¬ 
русы животных (37 серотипов) [208, 209]. 

Все кардиовирусы [вирус Колумбия SK, вирус энцефало¬ 
миокардита (ЕМС), вирус Маус Эльберфельд (ME), вирус ММ 
и вирус менго] принадлежат к одному серотипу и рассматри¬ 
ваются здесь как штаммы вируса ЕМС. Они обычно считаются 
вирусами мышей, хотя круг их хозяев среди прочих видов 
включает человека, свиней, слонов и белок. 
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Таблица 18.1. Семейство пикорнавирусов 


Род 

Число 

серо¬ 

типов 

Члены 

Enterovirus 

3 

Полиовирусы человека 1—3 


23 

Вирусы Коксаки человека А1-22,24 (А23 — вирус 
ЕСНО-9) 2 ) 


6 

Вирусы Коксаки человека В1-6 3) (вирус везику¬ 
лярной болезни свиней очень похож на вирус 
Коксаки В5) [ 112 ] 


32 

Эховирусы человека 1—9, И—27, 29—34; вирус 
ECHO- 10 — реовирустипа 1 2) > 4) , вирус ЕСНО- 
28 — риновирус человека типа 1 А 2 > 


4 

Энтеровирусы человека типов 68—71 


1 

Вирус гепатита А человека (энтеровирус типа 72) 


1 

Вилюйский вирус 


18 

Энтеровирусы обезьян типов 1—18 


7 

Энтеровирусы крупного рогатого скота типов 1—7 


И 

Энтеровирусы свиней типов 1—11 


1 

Полиовирус мышей (вирус Тейлера ТО, FA, GD7) 

>Cardiovirus 

1 

Вирус энцефаломиокардита (ЕМС), вирус менго, 
вирус Маус Эльберфельд (ME), вирус Колум¬ 
бия SK, мм 

Rhinovirus 

113? 

Риновирусы человека 1—89 


2 

Риновирусы крупного рогатого скота 1—2 

Aphthovirus 

7 

Вирусы ящура 1—7 (серотипы А, С, О, SAT- 

1 , 2, 3, Азия- 1 ) 

Неклассифициро¬ 

>3 

Риновирусы лошадей 1 и 2, вирус паралича сверч¬ 

ванные 


ков, С-вирус дрозофилы, пикорнавирус травя¬ 
ной моли 


>231 


') Так называемые пикорнавирусы кошек теперь помещают в семейство калицивирусов. 

2 ) Освободившиеся номера не используются. 

3 ) Вирусы Коксаки впервые были выделены в г. Коксаки, шт. Нью-Йорк, отсюда и про¬ 
исходит их название. 

*) ECHO — это начальные буквы английских слов enteric cytopathic human orphans, 
цитопатогенные человеческие кишечные вирусы-сироты. 


Риновирусы человека, названные так из-за своей адаптации 
к области носоглотки, являются наиболее важными возбудите¬ 
лями простудных заболеваний как у взрослых, так и у детей 
[79, 118, 149]. Официально существует 89 серотипов риновиру- 
сов [150], однако число вирусов-кандидатов продолжает увели¬ 
чиваться и теперь, вероятно, превышает ИЗ [194]. Большин¬ 
ство пикорнавирусов, выделенных из дыхательных путей чело¬ 
века, кислоточувствительны, и это свойство является опреде¬ 
ляющим признаком риновирусов [148, 209, 211, 305]. 

Афтовирусы (вирус ящура) заражают парнокопытных (осо- 
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бенно крупный рогатый скот, коз, свиней, овец), а иногда и че¬ 
ловека. Идентифицировано семь иммунотипов афтовирусов: А, 
С, О, Азия-1 и южно-африканские типы SAT-1, SAT-2 и SAT-3. 
На основании реакции связывания комплемента в пределах 
этой группы выделено по крайней мере 53 подтипа. Их серо¬ 
логические свойства значительно различаются, что затрудняет 
классификацию и иммунизацию. Афтовирусы очень лабильны и 
быстро инактивируются при рН<7. 

Некоторые вирусы, такие как риновирусы лошадей 1 и 2 
[222, 250] и ряд пикорнавирусов насекомых [180, 218, 286], еще 
не распределены по родам. Сообщалось, что один из этих ви¬ 
русов, вирус паралича сверчков, дает перекрестные серологиче¬ 
ские реакции с вирусом ЕМС [301]. 

Устойчивость к pH 

Энтеровирусы и кардиовирусы кислотоустойчивы, они сохра¬ 
няют жизнеспособность при pH 3 и даже ниже, в то время как 
риновирусы и афтовирусы разрушаются уже при рН<6 
(табл. 18.2). Это различие, вероятно, отражает адаптацию к 
условиям существования, поскольку энтеровирусы на пути к 
своему местообитанию — кишечнику — должны пройти через 
кислую среду в желудке. Кислотолабильные риновирусы и афто- 


Таблица 18.2. Физические свойства пикорнавирусов [221] 


Группа 

рН-стабильность 

Плавучая плотность 

Коэффициент 

вирион 

оболочка 

седимента¬ 
ции 1 ) 

Энтеровирусы 

Стабильны при 
pH 3—9 2 > 

1,34 

1,30 

156S 

Кардиовирусы 3) 

То же з) 

1,34 

1,30 4 > 

156S 

Риновирусы чело¬ 
века (HRV) 

Лабильны при 
рН<6 

1,39—1,42 

1,29 

149S 5> 

Афтовирусы 6) 

Лабильны при 
рН<7 

1,43—1,45 

1,30 

142— 146S 

Риновирусы лоша¬ 
дей 7) 

Лабильны при 
рН<6 

1,45 

1,29 

156S 


‘> По отношению к полиовирусу (156 S) в градиенте сахарозы (ионная сила 0,04—0,15, 
pH 7,3—7,6). 

2 ) При низкой ионной силе некоторые вирусы Коксаки лабильны даже при нейтральном 
pH [56]. 

3 ) В эту группу входят вирусы ЕМС, менге, ME, Колумбия, SK и вирус ММ. Лабильны 
в интервале pH 4,5—6,5 в присутствии 0,1 М С1- или Вг- [269]. 

4 ) Оболочки кардиовирусов стабильны только в строго определенных условиях [170]. 

5 ) Эта величина получена в растворе, содержащем 0,1 М КС1. Коэффициент седимента¬ 
ции риновируса человека типа 14 обратимо увеличивается на 7% в присутствии 2 М 
CsCl [161]. 

*) Вирусы ящура. 

7 ) Официально еще не признан отдельным родом. 
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вирусы обитают в носоглотке, и кислотоустойчивость не явля¬ 
ется их обязательным свойством. Более того, возможно, струк¬ 
тура, ответственная за кислотолабильность вирионов, сообща¬ 
ет им какие-то селективные преимущества, поскольку высоко¬ 
лабильные афтовирусы принадлежат к наиболее инфекционным 
из известных вирусов. 


Геномная РНК и ее продукты 

Чувствительность к рибонуклеазе 

Геном пикорнавирусов представлен одноцепочечной РНК, 
выполняющей функцию мРНІѵ Удельная инфекционность изо¬ 
лированной РНК составляет примерно одну миллионную часть 
от инфекционное™ вириона. О том, что эта инфекционность 
действительно связана со свободной РНК, а не со следовыми 
количествами интактных вирионов, свидетельствует ее чрезвы¬ 
чайно высокая чувствительность к рибонуклеазе (<0,01 мкг/мл) . 
В связи с этим при выделении инфекционной РНК работают 
в хирургических перчатках, чтобы предотвратить загрязнение 
препарата микроскопическими частичками, содержащими нук¬ 
леазы, которые могут попасть с кожи. Напротив, инфекцион¬ 
ность интактных вирионов, где РНК защищена белковой обо¬ 
лочкой, совершенно не изменяется при воздействии рибонуклеа¬ 
зой, даже когда ее концентрация в миллион раз превышает 
упомянутую выше величину. Для утраты инфекционности до¬ 
статочно, чтобы в РНК был внесен одиночный разрыв, незави¬ 
симо от того, изолирована ли РНК или находится в составе 
вирусной частицы. 


Структура РНК пикорнавирусов 

Пикорнавирусы содержат единственную цепь РНК; ее З'-ко- 
нец полиаденилирован, а к 5'-концу ковалентно присоединен 
низкомолекулярный белок, обозначаемый VPg. Первой РНК 
пикорнавирусов, для которой удалось определить нуклеотидную 
последовательность, была РНК полиовируса типа 1 [159, 257]. 
Вслед за этой пионерской работой было проведено секвениро- 
вание РНК других пикорнавирусов. Оказалось, что длина этих 
РНК значительно варьирует — от 7430 до 8450 оснований 
(табл. 18.3). У более длинных РНК —вирусов ЕМС и ящура — 
между белком VPg и началом белок-кодирующего района рас¬ 
положен участок poly (С). 
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Таблица 18.3. Свойства РНК некоторых пикорнавирусов 


Вирус 

РНК *) 

Poly(A) 2 ) 

Мол. масса 3 ) 

VPg 4 ) 

Pol у (С) 

Полипро¬ 
теин 4 ) 

Полиовирус 
Человеческий ри- 

7433 6 > 

62 

2,58-10 е 

22 

— 

2207 

новирус 14 

7209 в > 

74 

2,50-10 6 

23 

— 

2178 

Вирус ЕМС 

7840 7) 

35 

2,70-10 6 

20 

+ 

2290 

Вирус ящура 8) 

8450 s ) 

100 

2,74-Ю 6 

23,24«> 

+ 

2332 


•) Число оснований, исключая участок poly(A) варьирующей длины. 

2 ) Среднее число [2]. 

3 ) Рассчитано для натриевой соли VPg -содержащей РНК. Натрий и калий — основные 
катионы, найденные в полиовирусе, — необходимы для нейтрализации всех отрицательно 
заряженных фосфатных остатков в плотно упакованной сердцевине вируса. В риновирусе 
человека типа 14 примерно 2000 этих катионов металла заменены полиаминами, в основ¬ 
ном спермидином и спермином. 

4 ) Число аминокислотных остатков. 

6 ) Штамм Махони тип 1 [159]. Вакцинный штамм Сэбина содержит 7441 (тип 1), 7440 
(тип 2) и 7432 (тип 3) оснований соответственно [303]. 

€ ) По данным работы [41]. 

7 ) По даным работы [233]. 

€ ) По данным работ [44, 104]^ 

Содержит три разных VPg [103]. 


Poly (А) 

Подобно большинству других РНК, выполняющих функцию 
мРНК, геном пикорнавирусов содержит на З'-конце участок 
poly (А) варьирующей длины. Эта вариабельность сохраняется 
и после очистки вируса клонированием из бляшки (негативной 
колонии). Тем не менее средний размер варьирующего участка 
генетически обусловлен и изменяется от 35 для вируса ЕМС до 
100 у афтовирусов (табл. 18.3). 

При отщеплении poly (А) рибонуклеазой Н инфекционность 
полиовирусной РНК заметно снижается; это свидетельствует о 
том, что poly (А) выполняет какую-то важную функцию [291]. 
Какую именно — неизвестно, установлено лишь, что молекулы 
РНК с короткой poly (А) обладают меньшей удельной инфек- 
ционностью [136]. Минус-цепи репликативных предшественни¬ 
ков содержат на 5'-конце poly(U) такой же длины и гетероген¬ 
ности [323], указывая на то, что З'-конец генетически детерми¬ 
нирован; тем не менее существуют указания и на посттранс¬ 
крипционное удлинение участка poly (А) [291]. 


VPg-PHK 

Как мы уже говорили, с 5'-концом геномных РНК всех пи¬ 
корнавирусов ковалентно связан маленький, кодируемый виру¬ 
сом белок, который не нужен для инфекционности РНК [226]. 


13 
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Этот белок, обозначаемый VPg (от англ, штіоп protein, geno¬ 
me), присоединен к 5'-pUpUp через фосфодиэфирную связь* 
образующуюся с фенольной (О 4 )-гидроксильной группой тиро- 
зинового остатка [318]. Длина VPg у различных вирусов варьи¬ 
рует слабо (табл. 18.3, столбец 5). Ниже приведена структура 
аминокислотного триптического фрагмента полиовирусного 
VPg, связанного с РНК: 

0-pUpUp-[PHK]-poly (А) 
NH 2 *Gly-Ala-Tyr-Thr-Gly-Leu-Pro-Asn-Lys 

Геном вируса ящура содержит три тандемно расположенных 
гена VPg [103], а в вирусной РНК ранее были обнаружены три 
разных VPg [158]. Геномы полиовируса, риновируса человека 
типа 14 и вируса ЕМС содержат только одну форму VPg. Со¬ 
общения о наличии двух форм VPg в вирионной РНК вируса 
ЕМС и полиовируса — это, по-видимому, артефакт, связанный с 
дезамидированием остатка аспарагина в аминоконцевом фраг¬ 
менте, показанном выше [260]. Полагают, что VPg — это важ¬ 
ный элемент, участвующий в упаковке РНК в вирионы. Появ¬ 
ляются и данные о том, что он играет важную роль в инициа¬ 
ции синтеза пикорнавирусных РНК (см. разд. «Синтез вирус¬ 
ных РНК и белков»). 


Участок poly (С) 

РНК кардио- и афтовирусов содержит участок полицитиди- 
ловой кислоты [poly (С)], который не обнаруживается в РНК 
энтеро- и риновирусов человека [30]. Эти poly (С)-участки, био¬ 
логическая роль которых неясна, расположены в некодирующей 
области, перед сайтом инициации трансляции (рис. 18.1, 
вверху). В кардиовирусной РНК poly (С)-участок находится на 
расстоянии примерно 150 оснований от 5'-конца [48, 241], а в 
афтовирусной РНК — на расстоянии примерно 400 оснований 
[122, 267]. 

В пределах данного изолята вируса poly (С)-участок гомоге¬ 
нен по размеру, но у разных изолятов варьирует (80—250 для 
кардиовирусов, 100—170 для афтовирусов) [23]. Таким образом, 
длина poly (С) может служить полезным параметром при иден¬ 
тификации штамма вируса. У природных изолятов poly (С) - 
участок часто бывает более длинным, чем у лабораторных 
штаммов, но попытки связать его длину и вирулентность пока 
оказались безуспешными [57, 122]. 
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Рис. 18.1. Структура пикорнавирусного генома и схема расщепления полипро¬ 
теина. Белковые предшественники Р1, Р2 и РЗ расщепляются далее на четыре, 
три и четыре конечных продукта соответственно. Большинство расщеплений 
осуществляется вирус-специфичеокой протеазой ЗС рго . Предполагается, что за 
расщепление сайтов L-1A, 1D-2A и ЗС'-ЗО' ответственна клеточная протеаза. 
Сайт 1А-1В, расщепляемый в ходе созревания вируса, отличается от всех ос¬ 
тальных; это указывает на то, что он расщепляется какой-то третьей протеа¬ 
зой. Аминоконцы белков оболочки Р1 и ІА блокированы. Участок полицитиди- 
ловой кислоты (...) в Б'-некодирующей области и лидерный белок L обнаруже¬ 
ны у вирусов ЕМС іи ящура, но не у полиовируса и риновируса человека ти¬ 
па 14. Полипротеин вируса ящура содержит три ЗВ (VPg) -сегмента, а все ос¬ 
тальные пикорнавиірусы — только один. g r — Маркер резистентности к гуани¬ 
дину, генетический локус, который влияет на действие ингибитора, предполо¬ 
жительно блокирующего инициацию синтеза РНК. Номенклатура белков со¬ 
ответствует принятой в 1983 г. Европейской исследовательской группой по мо¬ 
лекулярной биологии пикорнавирусов [274]. 


Белок-кодирующая область 

Общая стратегия белкового синтеза, используемая пикорна- 
вирусами, изучается на протяжении уже более десятилетия, и 
основные ее особенности установлены. РНК содержит одну 
протяженную рамку считывания, кодирующую полипептидную 
цепь. Эта цепь, называемая полипротеином, расщепляется в 
процессе трансляции, поэтому полноразмерный белок обычно 
не образуется. В результате каскада расщеплений, катализи¬ 
руемых двумя или тремя протеазами, образуется 11 или 12 про¬ 
дуктов; для семи из них удалось (по крайней мере частично) 
установить функцию, которую они выполняют (рис. 18.1). Сег¬ 
менты ІА, 1В, 1C и 1D области Р1 представляют собой элемен¬ 
ты субъединицы белковой оболочки (протомера). Продукт 
ЗС — это протеаза [234, 296], которая участвует в большинстве 
(но не во всех) актов расщепления полипротеина [121], ЗВ — 
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это VPg [230, 288], а продукт 3D — фермент, способный удли¬ 
нять растущую цепь РНК на РНК-матрице [102, 183]. 

Белок 3CD полиовируса и риновируса человека может рас¬ 
щепляться двумя способами с образованием либо 3C + 3D, либо 
3C' + 3D' [204, 272]. Второй способ реализуется также в клет¬ 
ках, зараженных афтовирусом [80], но не в клетках, заражен¬ 
ных кардиовирусом [33, 34]. В случае полиовируса расщепле¬ 
ние по первому пути происходит между глутамином и глици¬ 
ном [288] и, по-видимому, катализируется ЗС рго , тогда как рас¬ 
щепление по второму пути происходит между тирозином и гли¬ 
цином и катализируется, вероятно, клеточной протеазой [121]. 
Биологическое значение расщепления по второму пути неясно. 

Функции белков А, В и С области Р2 изучены хуже, но, 
согласно косвенным данным, белок 2С участвует в синтезе 
РНК, а белок 2В определяет круг хозяев. Так, продукт 2С несет 
маркер устойчивости к гуанидину — генетический признак виру¬ 
са ящура [277] и полиовируса [8]. Этот локус влияет на дейст¬ 
вие гуанидина, который, предположительно, блокирует инициа¬ 
цию РНК [40, 300]. Мутанты риновируса 2 человека, отобран¬ 
ные на расширенный круг хозяев по способности расти в мы¬ 
шиных клетках, обнаруживают специфические изменения в 
структуре белка 2В. 


Генетическая рекомбинация 

Способность РНК-содержащих вирусов, в том числе пикор- 
навирусов, к рекомбинации была установлена в ходе генетиче¬ 
ских исследований более двадцати лет назад [126, 169], но 
прямое биохимическое подтверждение этому удалось получить 
лишь недавно [157, 263]. Пионерские работы Купера [53] пока¬ 
зали, что можно построить генетическую карту, основываясь на 
частотах рекомбинации, полученных в опытах по скрещиванию 
между температурочувствительными (ts) мутантами полиовиру¬ 
са, дефектными по белку оболочки и синтезу РНК. 

Длина такой рекомбинационной карты (примерно 1,2% для 
полиовируса [53] и 3% для афтовируса [197]) указывает на то, 
что по крайней мере от 1 до 3% новосинтезированной вирусной 
РНК является рекомбинантной. С другой стороны, частота 
ошибок при репликации РНК по оценкам составляет ~10 -4 на 
одно основание [133]. Для РНК, сходной по размеру с РНК 
пикорнавирусов, это соответствует примерно одной ошибке на 
геном. Эти соображения указывают на то, что рекомбинация у 
пикорнавирусов происходит с весьма высокой частотой, при¬ 
мерно 1% от частоты замен оснований. 

Кью и Ноттей [155] показали, что рекомбинация — это не 
просто лабораторный курьез, она осуществляется и in vivo. 
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Авторы идентифицировали природные штаммы, содержащие 
сегменты трех серотипов вирусов пероральной полиовакцины. 
Такие рекомбинанты, вероятно, возникли при введении живой пе¬ 
роральной вакцины в виде смеси всех трех серотипов (тривалент¬ 
ной вакцины), что создает возможность заражения одной клет¬ 
ки кишечника всеми тремя вирусами. 

Механизм рекомбинации РНК пока неясен. Высказывалось 
предположение, что вирусная РНК-полимераза, связанная со 
своим новосинтезированным транскриптом, случайно отсоеди¬ 
няется от исходной матрицы, а затем вновь присоединяется к 
другой матрице и заканчивает синтез [54]. 


Вирион 

Физические свойства 

Полиовирус относится к наиболее подробно охарактеризо¬ 
ванным вирусам. В табл. 18.4 описаны некоторые его физиче¬ 
ские свойства. Вирион имеет примерно сферическую форму. Он 
лишен липидной оболочки, поэтому его инфекционность прак¬ 
тически не меняется при обработке органическими раствори¬ 
телями, такими как эфир или хлороформ. Согласно электрон¬ 
но-микроскопическим данным, диаметр частиц варьирует от 24 
до 30 нм. Столь широкий диапазон размеров обусловлен упло¬ 
щением частиц или разной проницаемостью их для красителей 
(солей тяжелых металлов) в ходе высушивания и окрашива¬ 
ния, проводимых при приготовлении образцов для электронной 
микроскопии. Лиофилизованные препараты теряют 99,99% или 
более исходной инфекционности; это означает, что вода играет 
важную роль в поддержании целостности нуклеокапсида. 
Недеструктивные методы, такие как седиментационное равно¬ 
весие [32], малоугловое рентгеновское рассеяние, рентгеновская 
дифракция [93, 160], с помощью которых измеряют диаметр 
влажных частиц, показывают, что диаметр вириона находится 
в интервале 29,8—30,7 нм. 

Вирион имеет сердцевину, состоящую из РНК; длина этой 
РНК после ее освобождения из вирусной частицы и вытягивания 
перед проведением электронно-микроскопических измерений со¬ 
ставляет примерно 2,5 мкм. Плотно упакованная РНК окруже¬ 
на тонкой белковой оболочкой (указана стрелкой на 
рис. 18.2, А). Иногда наблюдается сбрасывание этой оболочки 
(рис. 18.2, В) с последующей ее диссоциацией на субъединицы, 
имеющие форму козырька фуражки (рис. 18,2,Г). Эта простая 
конструкция «РНК-сердцевина — белковая оболочка» была 
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Рис. 18.2. А. Очищенные вир ионы, образующие (регуляторную двумерную ре¬ 
шетку. Их сердцевина состоит из плотно упакованной РНК и окружена бел¬ 
ковым чехлом толщиной примерно 5 нм. Стрелкой указан свободный от РНК 
пустой капсид, называемый природным верхним компонентом (ПВК). Б. Хо¬ 
роший кристалл полиовируса; Х64. Фотография приводится с любезного раз¬ 
решения Ф. Шеффера. Мелкие кристаллические скопления вируса часто обна¬ 
руживаются и в цитоплазме зараженных клеток. В. Разрушающиеся вирионы 
(pH 6, 20 X); белковые оболочки частично сброшены, но сердцевина остается 
интактной. Г. Дальнейшая диссоциация вирионов (pH 6, 37 °С) с освобожде¬ 
нием искривленных пластинок («козырьков фуражек») [310]. Сердцевина те¬ 
перь полностью развернута, но цепи РНК слишком тонки для того, чтобы их 
можно было увидеть при таком способе окрашивания (2%-ный уранилацетат). 
Фотографии вируса ящура приведены с любезного разрешения К. Васкеса. 
Х288 000. 

впервые предложена для мелких растительных вирусов и осно¬ 
вывалась на данных по малоугловому рентгеновскому рассея¬ 
нию [7]. 

Белковая оболочка 

В соответствующих условиях пикорнавирусы образуют ста¬ 
бильные кристаллы очень высокого качества [9, 93, 127, 280]. 
Рентгеноструктурный анализ таких кристаллов (см. рис. 18,2, Б) 
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Таблица 18.4. Физические свойства полиовириона !) 


Форма 

Близка к сферической 

Диаметр (гидратированная частица) 

Около 30,5 нм 

Симметрия (рентгеновские данные) 

5:3:2 (икосаэдрическая) 

Капсомеры (электронная микроскопия) 

Нечеткие (32, 42, 60) 

^20,w 

156- ІО" 13 с- 1 

&20, w 

1,40-10~ 7 см 2 *с -1 

V 

0,685 мл/г 

Масса вириона 2) 

8,58* ІО 6 

РНК (калиевая соль) 2) ,% 

31,6 

Белок, % 

68,4 

Число вирионов на 1 мг 

7,07 -ІО 13 

Число ВИрИОНОВ/Д 2 60 

9,4- ІО 12 


’) По данным обзора [270]. 

2 ) Рассчитано из полной нуклеотидной последовательности [159]. 


указывает на наличие у них икосаэдрической симметрии 
(5:3:2) [99]. В основе этой симметрии лежит регулярная орга¬ 
низация идентичных белковых субъединиц, связанных осями 
симметрии 5-го, 3-го и 2-го порядков в белковой оболочке [62]. 
Для оболочек, состоящих из идентичных субъединиц, икосаэд- 
рическая симметрия означает, что эта оболочка состоит из не¬ 
скольких (п= 1, 3, 4, 7,...) целых наборов по 60 полипептидных 
цепей [45]. 

Капсомеры 

Для многих вирусов кратность наборов п можно определить 
исходя из организации капсомеров на поверхности частицы. 
Однако у пикорнавирусов капсомеры обычно просматриваются 
плохо (рис. 18.2,Л). В тех редких случаях, когда капсомеры 
все же видны, они недостаточно отчетливы, и для их подсчета 
необходимы опыт и значительная доля воображения [196]. Точ¬ 
ное число капсомеров, которое, по данным разных авторов, со¬ 
ставляет 32, 42 или 60, по всей видимости, зависит от вируса 
и метода приготовления препарата для проведения электронно¬ 
микроскопических исследований. Плеоморфность капсомеров 
пикорнавирусов можно объяснить разной группировкой трех 
основных цепей 60-субъединичной оболочки (см. рис. 6 в рабо¬ 
те [269]). 

Протомер 

Все пикорнавирусы, включая полиовирус [184], кардиовиру¬ 
сы [271], риновирусы человека [206] и афтовирусы [298, 307], 
содержат четыре полипептидные цепи: ѴР1, ѴР2, ѴРЗ и ѴР4 
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Рис. 18.3. Структурная организация капсида пикорнавирусов. А. Оболочка, со¬ 
стоящая из 60 субъединиц — протомеров. Из этих субъединиц 60 —п идентичны 
«зрелым» протомерам (ѴР1, ѴР2, ѴРЗ, ѴР4), а п являются незрелыми про¬ 
томерами (ѴРО, ѴР1, ѴРЗ). ѴРО представляет собой нерасщепленный пред¬ 
шественник цепей ѴР2 и ѴР4. Вирионы пикорнавирусов скорее всего содер¬ 
жат две незрелые субъединицы. Б. Электрофорез в полиакриламидном геле с 
ДСП белков вцруса ЕМС, меченных смесью [ 14 С]-аминокислот. 


(рис. 18,3, Б). Эти цепи служат элементами одинаковых четы¬ 
рехсегментных белковых субъединиц, называемых «зрелыми» 
протомерами [271]. Протомер определяется как наименьшая 
идентичная субъединица олигомерного белка [216]. 

Пикорнавирусы обычно содержат в следовых количествах 
пятый белок, ѴРО, который в процессе созревания расщепляет¬ 
ся с образованием ѴР4 + ѴР2 [143]. Это означает, что ѴРО на¬ 
ходится в «незрелых» протомерах (ѴРО, ѴРЗ, ѴР1), т. е. субъ¬ 
единицах, которые не претерпели расщепления и созревания 
[271]. Число цепей ѴРО практически никогда не бывает меньше 
двух на вирион [270]. Биологическая роль их не установлена. 

При анализе нуклеотидных последовательностей геномов ви¬ 
русов — представителей разных родов обнаруживаются значи¬ 
тельные различия в гомологичных вирусных полипептидах. 
В частности, масса афтовирусного протомера составляет только 
83% от таковой для полиовируса (табл. 18.5). Это связано с 
меньшим размером ѴР1 и ѴР2. Близость размеров ѴР1, ѴР2 
и ѴРЗ затрудняет их разделение в полиакриламидном геле с 
додецилсульфатом натрия (ДСП), и это долгое время не позво¬ 
ляло установить их соответствие с белками других пикорна¬ 
вирусов [298, 307]. Самый маленький белок, ѴР4, легко теряет¬ 
ся при очистке некоторых пикорнавирусов и может быть не 
выявлен. 
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Таблица 18.5. Молекулярные массы белков оболочки некоторых пикорнави- 
русов 


Белок 

Полиовирус 

[159] 

ЕМС 

[233] 

Вирус ящура 
[44] 

HRV-14 

[41] 

ѴР1 

33521 

31703 

23267 

32381 

ѴР2 

29985 

29026 

24669 

28503 

ѴРЗ 

26410 

25141 

24323 

26195 

ѴР4 

7385 

7247 

8480 

7178 

ѴР1, ѴР2, ѴРЗ, 
ѴР4 

97301 

93117 

80648 

94257 


Додекаэдрическая природа белковой оболочки 


Икосаэдрическую оболочку из четырех неидентичных белков 
можно построить множеством способов [269]. Первые данные 
об основах организации белков (рис. 18.3,Л) и додекаэдриче- 
ской природе пикорнавирусной оболочки были получены при 
анализе продуктов кислотной диссоциации кардиовируса 
(штамм ME). В присутствии хлорид- или бромид-ионов в кон¬ 
центрации 0,1 М при pH 6 вирион при повышении температуры 
диссоциирует на инфекционную РНК, VP4 и два типа пентаме¬ 
ров (рис. 18.4). Возможно, эти пентамеры соответствуют «ко¬ 
зырькам», которые видны на рис. 18.2, В и Г. 



156S -вирион 


13.4S -пентамер 


І-пентамер 


37S 


Рис. 18.4. Экспериментальная основа додекаэдрической модели вирионов пи- 
корнавирусов. При прогревании при 37 °С и концентрации хлорид-ионов 0,1 М 
при pH 6 вирус ЕМС і(штамм ME) диссоциирует с освобождением инфекцион¬ 
ной РНК, белка VP4 и растворимых 13, 4S -пентамеров, структура которых 
(VP1, VP2, ѴРЗ) 5 была установлена с помощью электрофореза и анализа ме¬ 
тодом седимѳнтационного равновесия (табл. 18.6). В присутствии 2М мочевины 
13,45-пентамеры диссоциируют на ББ-цротомеры (VP1, VP2, ѴРЗ), изображен¬ 
ные здесь в виде треугольников с точками. Эта ступенчатая диссоциация по¬ 
казывает, что пентамеры соединены в оболочке связями, чувствительными к 
хлорид-ионам, а протомеры удерживаются в пентамерах при помощи связей 
другого типа, чувствительных к мочевине. Около 7б общего количества белка 
содержит ѴРО, ѴР1, ѴР2 и ѴРЗ в соотношении 1:5:4:5 и находится в виде 
нерастворимого осадка. Ему приписывают гипотетическую структуру (1-пента¬ 
мер), содержащую четыре (ѴР1, ѴР2, ѴРЗ) -мономера (треугольники с точ¬ 
ками) и один (ѴРО, ѴР1, ѴРЗ) -мономер (заштрихованный треугольник) [84]. 
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13,4 S -субъединицы [187] представляют собой искривленные 
пластинки толщиной примерно 4,8 нм и шириной 16 нм [186]. 
При обработке 2М мочевиной они диссоциируют на 4,7 S -субъ¬ 
единицы [271]. Стехиометрические данные согласуются с ре¬ 
зультатами определения молекулярной массы обеих субъединиц 
и показывают, что 4,7 S -субъединица является мономером, со¬ 
держащим по одной копии каждого из белков ѴР1, VP2 и ѴРЗ, 
а 13,4 S -субъединица—это пентамер 4,7 S -мономера (табл. 18.6). 


Таблица 18 . 6 . Две белковые субъединицы, получаемые из вируса ЕМС 




Мол. масса 

Субъединица 

Структура 

электрофоре¬ 

тические 

данные 

[83] 

теоретическая 
величина •) 

седиментаци- 

онное 

равновесие 

[84] 

4,7S 

(VP1, VP2, ѴРЗ) 

88 000 

85 870 

86 000 

13, 4S 

(ѴР1,ѴР2, ѴРЗ) 5 

440 000 

429 350 

420 000 


*) Для (ѴР1, ѴР2, ѴРЗ) данные взяты из табл. 18.5. 


Таким образом, белковая оболочка вируса ЕМС ведет себя 
как конструкция из 12 пентамеров, соединенных одним типом 
кислоточувствительного связующего домена. Мономеры в пен¬ 
тамерах в свою очередь удерживаются вместе доменом друго¬ 
го типа, чувствительным к мочевине. Иными словами, диссоциа¬ 
цию можно объяснить наличием всего двух типов связующих 
доменов в составе каждой из идентичных субъединиц. Одни 
домены скрепляют пентамеры, другие связывают мономеры в 
пентамеры. Как мы увидим, сборка оболочки пикорнавирусов 
может осуществляться благодаря работе этих доменов в обрат¬ 
ном порядке [84]. 

125-субъединица, получающаяся при кислотной диссоциации 
вируса ящура, также содержит эквимолярные количества 
белков ѴР1, ѴР2 и ѴРЗ [298], но вначале ее считали тримером 
(ѴР1, ѴР2, ѴРЗ)з- В то же время по электронно-микроскопиче¬ 
ским данным ее размер примерно соответствует половине диа¬ 
метра вириона (рис. 18.2 ,В и Г), что ближе к размеру пента¬ 
мера [310]. Имея в виду меньший размер протомера вируса 
ящура (табл. 18.5), различие в скорости седиментации между 
12 S -субъединицами афтовирусов и 13,4 S -субъединицами ви¬ 
руса ЕМС легко объяснить различием масс двух пентамеров 
(табл. 18.7). 
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Таблица 18.7. Расчетные коэффициенты седиментации пентамеров некоторых 
пикорнавирусов 


Вирус 

Пентамер 

Мол. масса Ч 

Теоретическое 

значение 

■^20, w 2 ) 

Вирус ящура 

ѴР1, ѴР2, ѴРЗ 

361 000 

11,9 

Вирус ящура 

ѴР0, ѴР1, ѴРЗ 

403 000 

12,9 

ЕМС 

ѴР0, ѴР1, ѴРЗ 

466 000 

14,2 

Полиовирус 

ѴР0, ѴР1, ѴРЗ 

486 000 

14,6 


*> Из табл. 18.5. 

2 ) Рассчитано из соотношения 5 і/5 2 = я! (Мол. массаі/Мол. масса 2 ) 2 / 3 с использованием из¬ 
вестных значений молекулярной массы и коэффициента седиментации 13,45-субъедини¬ 
цы вируса ЕМС. 


Плавучая плотность пикорнавирусов 

Пикорнавирусы довольно сильно различаются по плавучей 
плотности (табл. 18.2, столбец 3). Равновесная плотность для 
энтеро- и кардиовирусов составляет 1,34 г/мл, а для риновиру¬ 
сов лошадей и некоторых афтовирусов — 1,45 г/мл. Последняя 
величина характерна для вирусов с содержанием РНК порядка 
30—35% [287]. Полиовирус обладает необычно низкой плотно¬ 
стью, поскольку его непроницаемая для ионов цезия оболочка 
предотвращает связывание этих тяжелых атомов с РНК [192]. 
Цезий включается в полиовирионы при выращивании заражен¬ 
ных клеток в среде, обогащенной CsCl. Таким образом, можно 
связать плотность вируса и содержание в нем цезия и пока¬ 
зать, что включение цезия сопровождается вытеснением калия— 
противоиона, который в норме нейтрализует фосфатные остат¬ 
ки полиовирусного іенома. При искусственном полном замеще¬ 
нии 7500 атомами цезия полиовирус имеет ожидаемую плаву¬ 
чую плотность 1,45 г/мл [192]. Обнаружены также «тяжелые» 
частицы полиовируса, но они практически неинфекционны. 
Такие тяжелые, с низкой инфекционностью частицы обычно на¬ 
блюдаются и в случае других энтеровирусов, в том числе виру¬ 
сов Коксаки, вирусов ECHO и вируса гепатита А. 

Высокая плавучая плотность вирусов ящура и риновирусов 
лошадей (табл. 18.2, столбец 3) показывает, что цезий связы¬ 
вается практически со всеми фосфатными группами РНК. 
Промежуточная плавучая плотность риновирусов человека, со¬ 
ставляющая примерно 1,40 г/мл, обусловлена неполным заме¬ 
щением калия ионами цезия (примерно 5000 атомов на вирион) 
[207]. Места, в которых обмен не произошел, заняты полиами¬ 
нами спермином и спермидином, которые не могут диффунди¬ 
ровать через полупроницаемую белковую оболочку и поэтому 
не вытесняются из комплексов с РНК [105]. 
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Масса вирионов пикорнавирусов 

Массы вирионов, рассчитанные для 60-субъединичных ви¬ 
русов, исходя из значений молекулярных масс, полученных из 
данных об аминокислотных последовательностях, свидетельст¬ 
вуют о значительных различиях в размере частиц (табл. 18.8). 
Относительно меньшие значения массы риновирусов и афто- 
вирусов согласуются с меньшими коэффициентами седимента¬ 
ции для этих вирусов (табл. 18.2). 


Таблица 18.8. Массы вирионов пикорнавирусов 


Вирус 

Масса, МДа 

Полиовирус 

8,42 

Вирус ЕМС 

8,29 

HRV-14 

8,16 

Вирус ящура 

7,58 

О Рассчитано по данным табл. 18.3 и 18.5. 



Соотношение числа частиц и инфекционных единиц 

Концентрацию вирусных частиц можно рассчитать исходя 
из результатов спектрофотометрических измерений [273] высо- 
коочищенных препаратов вируса. Оптическая плотность 1,00 
при длине волны 260 нм соответствует концентрации 
9,4- ІО 12 частица/мл. Если концентрация частиц известна, не со¬ 
ставляет труда определить число частиц, соответствующих од¬ 
ной бляшкообразующей единице (БОЕ) в стандартном тесте. 
Величина, полученная при подсчете бляшек на чашке, показан¬ 
ной на рис. 18.5, составляет 200 частица/БОЕ; это отвечает ин¬ 
фекционное™ только 0,5%. 

Эффективность образования бляшек пикорнавирусами обыч¬ 
но довольно низка; она составляет 0,1—2%, даже когда пред¬ 
принимаются меры для удаления дефектных или инактивиро¬ 
ванных частиц [147, 161, 206, 243, 285]. Потеря инфекционности 
обычно связана с тепловыми повреждениями (например, с де¬ 
натурацией вирионных белков), окислением тиоловых и метио- 
ниновых остатков, потерей ѴР4 или фрагментацией РНК в серд¬ 
цевине. Все эти эффекты можно уменьшить, если собирать уро¬ 
жай вируса сразу после того, как его титр достигнет максиму¬ 
ма (см., например, рис. 18.7), и производить очистку при ней¬ 
тральном pH и низкой температуре. Чтобы минимизировать 
окисление или замещение реакционноспособных боковых групп 
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Рис. 18.5. Бляшки риновируса человека типа 14 на газоне клеток HeLa. При¬ 
мерно 15 000 вирусных частиц в 0.2 мл буферного раствора наносили на мо¬ 
нослой (4 млн. клеток), выращенный на дне чашки. Через определенный 
промежуток времени неадсорбированный вирус смывали и клетки покрывали 
питательным агаром, образующим гель. Гель предотвращает конвекцию, но не 
препятствует диффузии вируса от каждой единичной клетки к ее соседям. 
Таким образом, вирус создает островки убитых клеток (бляшки). Когда бляш¬ 
ки вырастают до подходящего размера, агаровое покрытие удаляют, и слой 
клеток, остающихся на дне чашки, окрашивают спиртовым раствором краси¬ 
теля кристаллического фиолетового. Наличие непрокрашенных зон в клеточном 
монослое обусловлено отделением убитых вирусом клеток от стекла после уда¬ 
ления агарового покрытия. Каждая из 73 бляшек на этом рисунке считается 
одной бляшкообразующей единицей (БОЕ). В данном опыте число вирусных 
частиц, соответствующих одной бляшкообразующей единице, равно 15 000/ 
/73~200. Различия в размерах бляшек могут быть связаны с присутствием му¬ 
тантов в инокуляте или с различиями в скоростях, с которыми индивидуаль¬ 
ные частицы инициируют инфекцию (присоединяются к клетке, проникают в 
нее и раздеваются) [135]. Чтобы проверить, какое из объяснений правильно, 
обычно бед>ут вирус из дисков агарового покрытия, взятых над обособленно 
расположенными бляшками, и вновь высевают его для получения бляшек. 


(цистеина, метионина, тирозина, триптофана), в буферные рас¬ 
творы для очистки можно добавлять защитные тиолы, напри¬ 
мер меркаптоэтанол или дитиотрейтол. Так, инфекционность 
вирусов ECHO очень сильно меняется под действием реагентов, 
замещающих сульфгидрильные группы [245]. Тем не менее, ве¬ 
роятно, основной причиной уменьшения инфекционное™ явля¬ 
ются сбои в ходе инфекционного цикла [147]. 
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Структура протомера 

Приняв 60-протомерную модель капсида, рассмотрим теперь 
структурную организацию и функции четырех цепей в пикорна- 
вирусной субъединице. 

Функции протомера 

Белок оболочки выполняет по крайней мере четыре важные 
функции. 1. Защищает геномную РНК от нуклеаз, присутствую¬ 
щих в окружающей среде. 2. Узнает специфические клеточные 
рецепторы на плазматической мембране, являясь, таким обра¬ 
зом, важным определяющим фактором клеточной и тканевой 
тропности (патогенеза). 3. Протомер обладает способностью на¬ 
ходить и упаковывать вирусный геном и, возможно, содержит 
протеазу, участвующую в созревании вириона (см. разд. «Мор¬ 
фогенез»). 4. Наконец, капсид служит эффективным устройст¬ 
вом для проникновения геномной РНК через плазматическую 
мембрану и доставки ее в цитоплазму клетки-хозяина. 

Расположение четырех сегментов 

Некоторые структурные особенности протомера уже уста¬ 
новлены. Так, ясно, что часть белков ѴР1, ѴР2 и ѴРЗ распола¬ 
гается на поверхности вириона, где они могут связываться с 
антителами [76, 182, 306] или другими реагентами [175]. В то 
же время ѴР4 защищен от химического замещения, при кото¬ 
ром метятся остатки тирозина [146] или лизина [313], и, таким 
образом, вероятно, лежит внутри вирусной частицы. Более того, 
при УФ-облучении происходит сшивание с РНК в основном 
именно белка ѴР4 [214, 314], что свидетельствует о его тесном 
контакте с РНК. 

ѴР1 как антирецептор и главный поверхностный антиген 

Белок ѴР1 находится в центре внимания исследователей со 
времени появления пионерской работы, выполненной на вирусе 
ящура, которая показала, что он является не только главным 
антигенным участком, но и рецепторным локусом [316]. В этой 
и последующих работах [47] было установлено, что трипсин 
избирательно расщепляет ѴР1 без существенной потери белка 
из частицы. Более того, модифицированные трипсином частицы 
не только не могут прикрепляться к клетке-мишени, но и теря¬ 
ют свою активность в качестве убитой вакцины, т. е. не способ¬ 
ны стимулировать образование нейтрализующих антител. Не¬ 
давние, еще незавершенные работы с выделенным белком 
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вируса ящура и с синтетическими пептидами свидетельствуют 
о том, что главный антигенный участок расположен в районе 
аминокислотных остатков со 141-го по 160-й, а минорный — с 
200-го по 213-й [12, 266, 293]. 

Серотип 

Одна из основных особенностей пикорнавирусов состоит в 
обилии серотипов; сейчас их насчитывается более 231, и это 
число продолжает расти (табл. 18.1). Серотип определяется по 
способности моноспецифической антисыворотки нейтрализовать 
инфекционность вируса [212]. Например, изолят полиовируса 
идентифицируется как тип 1, если его инфекционность снижа¬ 
ется в некоторое условно принятое число раз (например, в 100) 
после обработки стандартной антисывороткой, полученной про¬ 
тив прототипного полиовируса, определенного как тип 1. Дру¬ 
гой серотип определяется по неспособности другого генетически 
чистого вируса нейтрализоваться этой стандартной антисыво¬ 
роткой и неспособности антисыворотки, полученной против это¬ 
го другого вируса, нейтрализовать первый серотип. 


Локализация антигенных участков 

Идентификация антигенных детерминант на поверхности 
вириона важна для изучения механизма нейтрализации. Она 
служит фундаментом для понимания молекулярных основ се- 
ротипирования, а также для создания субъединичных вакцин. 
Исследование мутантов, устойчивых к нейтрализации монокло¬ 
нальными антителами, показывает, что в случае полиовируса 
типа 3 основной антигенный участок находится в районе ами¬ 
нокислотных остатков 93—100 [215, 283]. Связывание нейтра¬ 
лизующих моноклональных антител с синтетическими пептида¬ 
ми, отвечающими областям, специфичным для полиовируса 
типа 1 [303], свидетельствует о том, что участок связывания 
находится в районе аминокислотных остатков 93—100 в моле¬ 
куле белка ѴР1, и указывает на наличие дополнительных участ¬ 
ков связывания: в положениях 11 — 17 и 70—75 ѴР1, в положе¬ 
нии 162—173 ѴР2 и в положении 71—82 ѴРЗ [91]. 


Нейтрализация 

Предложены три разных механизма нейтрализации. Один из 
них основан на полимеризации, второй — на конформационных 
изменениях и третий — на соединении пентамеров в вирионе. 
При наличии нейтрализующих антител в антисыворотке изо¬ 
электрическая точка полиовируса изменяется от 7 до 4; это 
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свидетельствует о том, что нейтрализация обусловливается 
индуцированным антителами изменением конфигурации поверх¬ 
ности вирионов [191]. Сообщалось, что нейтрализующие моно¬ 
клональные антитела ведут себя сходным образом, а не нейтра¬ 
лизующие не изменяют изоэлектрическую точку [91]. Опреде¬ 
ляющим фактором процесса нейтрализации может быть соеди¬ 
нение пентамеров — основной единицы, участвующей в сборке 
и диссоциации капсида [141]. Важной причиной снижения ин- 
фекционности может служить также полимеризация вирионов с 
«образованием крупных агрегатов [26, 141]. 

Локализация связывающих доменов 

Предположение о том, что ѴР1 и ѴРЗ содержат домены, 
связывающие протомеры, было высказано исходя из данных о 
сохранении белковой оболочки после удаления из нее ѴР2 и 
ѴР4 при щелочной обработке [152]. ѴР4 часто теряется при по¬ 
вреждении капсида или перед освобождением РНК из вирио- 
на. Этот белок является продуктом расщепления белка-пред¬ 
шественника ѴРО в процессе созревания вирусной частицы. Все 
эти свойства предполагают, что ѴР4-домен ѴРО участвует во 
взаимодействии РНК — белок, необходимом для специфической 
упаковки вирусного генома. 

Перспективные направления 

Одним из неожиданных результатов, полученных в ходе ис¬ 
пользования моноклональных антител, оказалось обнаружение 
небольшого числа главных антигенных детерминант, на долю 
которых приходится лишь несколько процентов от всего коли¬ 
чества аминокислот вирусной оболочки. Отсюда следует, что 
из многих теоретически возможных участков поверхности ви- 
риона только один или несколько являются главными антиге¬ 
нами. Таким образом, большая часть поверхности либо неан- 
тигенна, либо слабоантигенна. Возможно, высокоиммуногенные 
детерминанты представляют собой гибкие выступы, способные 
легко связываться с поверхностью иммунокомпетентной клетки. 

Рентгеноструктурный анализ [9, 127] несомненно позволит 
выяснить, какие именно поверхностные структуры ответствен¬ 
ны за наличие большого числа серотипов. Если нам удастся 
более четко установить строение нейтрализующих детерминант, 
мы сможем выработать новые стратегии создания вакцин, осно¬ 
ванные, например, на использовании синтетических пептидов. 
Одинаково ли расположение антирецепторов у вирусов, принад¬ 
лежащих к разным рецепторным группам? Как связаны анти¬ 
рецепторы с поверхностными антигенами? Каковы их эволюци- 
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онные взаимоотношения? Это лишь несколько наиболее пер¬ 
спективных направлений; в них удастся достичь успехов после 
того, как мы сможем определить аминокислотные последова¬ 
тельности белков путем быстрого секвенирования генома [224], 
исследовать с помощью моноклональных антител антигенные 
детерминанты и определить трехмерную структуру протомера 
таким мощным методом, как рентгеновская дифракция [9, 127]. 

Цикл размножения 

Заражение начинается с присоединения вириона к специфи¬ 
ческим рецепторам на плазматической мембране (рис. 18.6). 
С помощью этих рецепторов осуществляется перенос вирусного 
генома в цитоплазму в ходе мало изученного процесса, вклю¬ 
чающего потерю VP4 и освобождение вирусной РНК из белко¬ 
вой оболочки (этап 1). 

Используя рибосомы и другие компоненты белоксинтезиру- 
ющего аппарата клетки-хозяина, проникающая в клетку РНК 
образует полисомы (этап 2) и направляет синтез «полипротеи¬ 
на». Последний расщепляется протеолитически еще до оконча¬ 
ния своего синтеза, в результате чего образуются предшественник 
белков оболочки (Р1), белок центральной части генома (Р2) и 
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Рис. 18.6. Инфекционный цикл пикорнавирусов. 
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белок правой части генома (РЗ). Последний расщепляется 
автокаталитически [235] на три белка меньшего размера. Про¬ 
дуктами этого расщепления являются а) протеаза, необходи¬ 
мая для расщепления вирусных белков; б) белок, который дает 
начало VPg и, вероятно, необходим для инициации синтеза 
вирусной РНК; в) РНК-полимераза, требующаяся для реплика¬ 
ции плюс-цепи РНК и образования комплементарной минус- 
цепи РНК с poly(U) на 5'-конце (этап 3). 

В ходе дальнейшего синтеза плюс-РНК образуются много¬ 
цепочечные репликативные промежуточные формы (РПФ) с 
poly (А) на З'-конце, которая синтезируется на матрице poly(U) 
РПФ. Последняя связывается с гладким эндоплазматическим 
ретикулумом (этап 4), и синтезируется все большее количе¬ 
ство плюс-РНК, при участии которой затем осуществляется 
трансляция (этап 5) и синтезируются минус-цепи РНК. По мере 
увеличения концентрации вирусных белков происходит упаков¬ 
ка плюс-РНК в вирионы (этап 7). 

В самом начале этапа сборки оболочки (этап 6) предшест¬ 
венник белка Р1 расщепляется вирус-специфической протеазой 
с образованием 5 S -субъединиц (незрелый протомер), состоя¬ 
щих из трех тесно связанных белков (ѴРО, ѴРЗ и ѴР1). 
5 S -субъединицы объединяются в пентамеры. Для образования 
60-субъединичной белковой оболочки, окружающей геномную 
РНК, нужно 12 таких пентамеров. Инфекционные (150—160) S- 
вирионы (этап 7) образуются в результате созревания, при 
котором большинство цепей ѴРО расщепляется с образованием 
«зрелых» четырехцепочечных субъединиц (ѴР4, ѴРЗ, ѴР2, 
ѴР1), характерных для вирионов пикорнавирусов. Полные ви¬ 
русные частицы, которые в зараженных клетках часто образу¬ 
ют кристаллы, в конце концов высвобождаются из этих клеток 
в результате разрушения, вызванного инфекцией (этап 8). 

Время, необходимое для прохождения полного цикла раз¬ 
множения — от заражения до окончания сборки вируса, — обыч¬ 
но составляет 5—10 ч. Его конкретная величина зависит от 
таких факторов, как pH, температура, тип вируса и клетки- 
хозяина, метаболическое состояние клетки и число частиц, 
заражающих одну клетку [16]. Для некоторых вирусов, напри¬ 
мер вируса гепатита А, характерна нелитическая инфекция, 
длящаяся неограниченно долго [253]. Точное значение длитель¬ 
ности цикла размножения необходимо определять эксперимен¬ 
тально для каждой системы вирус—клетка. Для этого обычно 
ставят опыт в условиях одиночного цикла размножения виру¬ 
са, в котором всю популяцию клеток заражают более или ме¬ 
нее одновременно путем внесения в культуру количества вирус¬ 
ных частиц, достаточного для заражения каждой клетки 
(рис. 18.7). 
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Рис. 18.7. Кривая одиночного цик¬ 
ла размножения риновируса чело¬ 
века типа 14 в суспензионной куль¬ 
туре клеток HeLa. Вводили такое 
количество вируса, чтобы каждая 
клетка в культуре (4- ІО 6 клет¬ 
ка/мл) оказалась зараженной. 

После адсорбции клетки осажда¬ 
ли, чтобы удалить неадсорбиро¬ 
ванный вирус, и затем ресуспен- 
дировали в свежей питательной 
среде, после чего инкубировали 
суспензию при 35 °С. Через опре¬ 
деленные промежутки времени от¬ 
бирали пробы, которые разводили 
при комнатной температуре в 10 
раз 1 %-ным раствором додецил- 
сульфата натрия в дистиллирован¬ 
ной воде. При этом происходил 
лизис клеток и высвобождались 
как свободные, так и связанные с 
мембранами вирионы. Большинст¬ 
во пикорнавирусов выдерживает 
обработку этим детергентом. 

Прежде чем определять инфекци¬ 
онность, лизаты разводили по 
крайней мере в 1000 раз нейтраль¬ 
ным изотоническим солевым раст¬ 
вором, содержащим 1 % бычьего 
сывороточного альбумина (БСА). Большое разведение снимает токсическое 
действие детергента на монослой клеток, используемый для определения ин- 
фекционности методом бляшек. Альбумин играет двойную защитную роль: 
а) связывает детергент и б) минимизирует потерю сильно разведенного вируса 
за счет адсорбции на стенках пробирки, пипетки, чашки. 



На начальных этапах размножения наблюдается так назы¬ 
ваемый латентный период, или эклипс-фаза; в это время инфек- 
ционность, обнаруживаемая в зараженной культуре, связана 
с вирусом, который не разделся. Уменьшение инфекционности 
в этот период отражает освобождение РНК, которая участвует 
в процессе инфекции, синтезирует белок и РНК, но еще не при¬ 
ступила к сборке новых вирионов. Латентный период длится 
от 2 до 4 ч; его можно уменьшить, увеличив множественность 
заражения [16]. 

Вслед за латентным периодом начинается подъем инфекци¬ 
онности; этот период состоит из экспоненциальной фазы, когда 
инфекционность возрастает с постоянной скоростью, и фазы 
снижения скорости прироста инфекционности, которая в конеч¬ 
ном итоге достигает максимума или плато. Для пикорнавиру¬ 
сов, растущих в подходящих условиях, типичный выход вирус¬ 
ных частиц на одну зараженную клетку составляет 25 000— 
100 000. Инфекционность, выражаемая числом бляшкообразую- 
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щих единиц на одну клетку, на 1—3 порядка ниже в зави¬ 
симости от отношения числа бляшкообразующих единиц и ви¬ 
русных частиц. Время высвобождения вируса зависит от систе¬ 
мы вирус—клетка. Например, штамм вируса ЕМС, используе¬ 
мый нами, высвобождается из клеток HeLa очень быстро, в то 
время как полиовирусы типов 1, 2 и 3 остаются связанными с 
клетками в течение нескольких часов после завершения сборки. 

За плато часто следует период снижения инфекционности, 
особенно у риновирусов и афтовирусов. В это время геном РНК 
может подвергаться спонтанному расщеплению, оставаясь внут¬ 
ри интактных в остальных отношениях вирусных частиц [75, 
107]. 


Адсорбция вируса на клеточной поверхности, 
проникновение в клетку и раздевание 

Измерение скорости адсорбции 

Один из способов измерения скорости адсорбции состоит в 
смешивании клеток и вируса при низкой множественности зара¬ 
жения (М3) и определении числа зараженных клеток. Для это¬ 
го через различные промежутки времени смешивают заражен¬ 
ные клетки с другими чувствительными клетками, образующи¬ 
ми индикаторный газон для обнаружения центра инфекции, 
возникающей от одной зараженной клетки (метод «инфекцион¬ 
ных центров»). Если клетки заранее выращены на дне чашки 
Петри, как это показано на рис. 18.5, скорость адсорбции на 
монослой можно определить простым удалением избытка виру¬ 
са через определенные интервалы времени и подсчетом образу¬ 
ющихся в последующем бляшек. 

Второй способ определения скорости адсорбции, не требую¬ 
щий низкой М3, состоит в добавлении вируса к суспензии кле¬ 
ток, отборе аликвот через определенные промежутки времени, 
осаждении адсорбированного на клетках вируса при помощи 
низкоскоростного центрифугирования и измерении инфекцион¬ 
ности в надосадочной жидкости. Результаты такого опыта пока¬ 
заны на рис. 18.8. 

Изменение концентрации неадсорбированного вируса через 
малый промежуток времени dt определяется уравнением 

dV/dt = —KCV , (1) 

где V —концентрация неадсорбированного вируса, С — концен¬ 
трация клеток, К — константа скорости образования комплекса 
вирус — клетка (ѴС) : 

К 

Ѵ+С-+ѴС. 


(2) 
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Рис. 18.8. Типичная кривая адсорбции 
вируса на клетках HeLa в суспензии. 

Из линейного участка кривой можно ^ 
рассчитать константу скорости ад- 
сорбции К. Например, адсорбция ^ 
прошла на 90 % через 35 мин; кон- £ 
центрация клеток С была равна §- 
4-10 6 /мл. Используя уравнение (3), “ 
получаем: £ 

/( = 2,31og (V 0 /V)/Ct= I 

= 2,31og( IOO /io)/[(4 • ІО 6 ) (35)]= I 
= 1,6 • 10 _8 см 3 - мин -1 . s 

го 

OJ 

ЗС 

о; 

*=; 

о 


минуты 

Проинтегрировав уравнение (1) и прологарифмировав обе час¬ 
ти равенства, получим 

log(VVVo) = (— КС/2, 3)/, (3) 

где Ѵ 0 — начальная концентрация неадсорбированного вируса. 
Уравнение (3) является уравнением прямой с наклоном 
— КС/2,3 в случае, если соотношение вирусных частиц и клеток 
не настолько высоко, чтобы произошло насыщение всех участ¬ 
ков на поверхности клетки, связывающих вирус (обычно число 
таких участков равно ІО 3 —10 5 ). На практике вирусные препа¬ 
раты обычно бывают негомогенными по своим адсорбционным 
свойствам, и кинетика первого порядка наблюдается до тех 
пор, пока не адсорбируются 90—99% вирусных частиц. 

В случае, представленном на рисунке 18.8, 90% вируса ад¬ 
сорбируется за 35 минут при концентрации 4*10 6 /мл. Из 
уравнения (1) следует, что при увеличении концентрации 
клеток в 10 раз должно произойти такое же увеличение скоро¬ 
сти адсорбции. Таким образом, увеличив концентрацию клеток 
до 4*10 7 /мл, можно уменьшить время 90%-ной адсорбции до 
3,5 мин. Эта прямая пропорциональность между концентрацией 
клеток и скоростью адсорбции лежит в основе широко распро¬ 
страненной практики использования высокой концентрации кле¬ 
ток для ускорения адсорбции. Аналогично этому разбавление 
суспензий представляет собой быстрый и удобный способ оста¬ 
новки адсорбции. 

Скорость адсорбции, измеренная представленным на 
рис. 18.8 способом, определена для разных вирусов и клеток- 
хозяев. Эти скорости существенно различаются. Например, ви¬ 
рус Коксаки ВЗ, для которого /С=Ю~ 8 , адсорбируется на по- 
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верхности клеток HeLa в 10 000 раз быстрее, чем вирус Кок¬ 
саки В 2 (К = 10 -12 ) [65]. С другой стороны, все три серотипа 
полиовируса присоединяются к клеткам HeLa с примерно оди¬ 
наковой скоростью (К = 2— 4- ІО -9 ). Некоторые вирусы, напри¬ 
мер вирус ЕМС, присоединяются к мышиным клеткам и клет¬ 
кам HeLa настолько быстро (К=Ю -7 ), что адсорбция лимити¬ 
руется лишь диффузией [198]. 


Электростатическая природа 
этапа присоединения вируса 

При помощи описанных выше методов можно также иссле¬ 
довать влияние температуры, pH и состава растворителя на ад¬ 
сорбцию вируса. Полученные результаты указывают на то, что 
важную роль в процессе адсорбции играют ионизирующиеся 
группы на поверхностях вируса и клетки. Например, адсорбция 
вирусов Коксаки группы В и вируса ЕСНО-6 сильно зависит 
от pH, причем для каждого вируса характерен свой тип зави¬ 
симости [65]; с другой стороны, адсорбция полиовирусов почти 
не меняется в диапазоне pH от 4,5 до 8,5. 

Дополнительные указания на то, что начальные этапы при¬ 
соединения вирионов к клетке определяются электростатически¬ 
ми эффектами, дают опыты по изучению влияния типа ионов 
на адсорбцию. Например, скорость адсорбции полиовируса 
значительно увеличивается в присутствии моновалентных ионов 
[132]. Некоторые пикорнавирусы адсорбируются лишь при нали¬ 
чии двухвалентных ионов Са 2 + или Mg 2+ . Сюда относятся рино- 
вирусы [28, 179], вирусы Коксаки А9 (203] и А13 [56] и вирус 
ящура [29]. Хелатирующий агент ЭДТА подавляет адсорбцию 
вирусов, происходящую в присутствии двухвалентных катионов 
[177]. Таким образом, электростатическое притяжение играет 
ключевую роль в обеспечении адсорбции вирусных частиц. Од¬ 
нако неясно, являются ли ионы лишь солевыми мостиками или 
играют более стереоспецифическую роль, например ориентируя 
вирусные частицы относительно рецепторов посредством компле¬ 
ментарного распределения зарядов. 


Детерминанты сродства вирусов 
к определенным клеткам 

Для вирусных инфекций характерны избирательность по 
отношению к хозяевам и специфический набор симптомов (син¬ 
дром). Например, полиовирус и риновирусы человека вызывают 
вполне определенные заболевания у людей, а афтовирусы явля- 
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ются возбудителями заболеваний у парнокопытных. Симптомы 
заболевания часто бывают связаны с поражением определен¬ 
ных тканей. Например, у человека полиовирус поражает клет¬ 
ки носоглотки и пищевода; именно здесь этот вирус размножа¬ 
ется в природных условиях. Паралитическая форма полиовируса 
имеет высокое сродство к клеткам передних рогов спинного 
мозга; этим и определяются характерные паралитические про¬ 
явления болезни. Сходный тип специфичности наблюдается и 
у вирусов Коксаки, которые, подобно полиовирусу, заражают 
клетки носоглотки, однако в отличие от него имеют сродство к 
скелетным и сердечной мышцам. Кроме того, вирусы Коксаки 
могут заражать новорожденных мышей. 

Механизмы, ответственные за сродство вирусов к определен¬ 
ным клеткам, поняты не до конца. Имеются многочисленные 
сообщения об «абортивных» или «ограниченных» инфекциях, 
при которых геномная РНК раздевается и запускает инфекци¬ 
онный процесс, но последний прерывается на каком-то крити¬ 
ческом этапе репликативного цикла [81, 137, 252, 284]. Это 
означает, что для размножения вируса необходимы специфиче¬ 
ские клеточные элементы. Возможно, это хозяйская протеаза, 
нужная для процессинга вирусных белков [121], или какой-то 
фактор, принимающий участие в синтезе вирусной РНК [74]. 

Другая хорошо обоснованная гипотеза сродства основана на 
предположении о том, что клетки несут на своей поверхности 
специфические рецепторные молекулы, необходимые для про¬ 
никновения вируса. Эта гипотеза была сформулирована, исходя 
из данных о том, что амнион и почки человека, в норме не по¬ 
ражающиеся при полиомиелите, становятся высокочувствитель¬ 
ными к полиовирусу при выращивании клеток в культуре [151]. 
Как показали дальнейшие исследования, эта чувствительность 
коррелирует с появлением на клеточной поверхности участков, 
называемых рецепторами, которые связывают вирус и маскиру¬ 
ют его инфекционность [128, 130, 131, 255]. Способность вируса 
Коксаки А вызывать миозит только у новорожденных мышей 
также коррелирует с наличием специфических рецепторов на 
дифференцирующихся фибробластах, но не на поверхности 
большинства других клеток эмбриона [203]. Диабет у мышей 
вызывает вирус ЕМС особой разновидности — EMC-D; его 
отличает сродство к инсулинпродуцирующим островковым клет¬ 
кам поджелудочной железы [324]. Эти результаты привлекли 
большой интерес к концепции определяющей роли вирусных 
рецепторов в развитии заболевания даже несмотря на то, что 
ранние работы не выявили четкой корреляции между наличием 
рецепторов и патогенезом паралитического заболевания [123, 
163]. 
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Семейства рецепторов 

Рецепторы, связывающие полиовирус, разрушаются трипси¬ 
ном и регенерируют через 1—2 ч роста клеток [172]. Актино- 
мицин D (ингибитор синтеза клеточных мРНК) и пуромицин 
(ингибитор синтеза белка) подавляют регенерацию, а фторфе- 
нилаланин, аналог аминокислоты, нет. Таким образом, поверх¬ 
ностные рецепторы непрерывно обновляются, а не просто цир¬ 
кулируют между поверхностью клетки и ее содержимым. 

Разные пикорнавирусы используют неодинаковые рецепто¬ 
ры; первым указанием на это послужили данные о разной чув¬ 
ствительности рецепторов к расщепляющим ферментам [325]. 
Трипсин инактивирует рецепторы для риновирусов, но не для 
вирусов ECHO, вирусов Коксаки группы В или кардиовирусов. 
Рецепторы для двух последних вирусов разрушаются химотрип- 
сином. Нейраминидаза разрушает рецепторы для кардиовиру¬ 
сов, энтеровирусов крупного рогатого скота, риновирусов лоша¬ 
дей; это указывает на содержание в них сиаловой кислоты [31]. 
Связывание с клетками вирусов Коксаки группы В и полиови¬ 
руса [220] специфически подавляют также антиклеточные им¬ 
мунные сыворотки [10] и антиклеточные моноклональные анти¬ 
тела [42]. 

Дополнительные данные о наличии нескольких семейств 
рецепторов получены в опытах по конкурентному связыванию 


Таблица 18.9. Репрезентативные семейства рецепторов пикорнавирусов [176] 


Вирус, использованный для 
насыщения рецепторов 

Влияние на адсорбцию Ч 

полиови¬ 
русы 1—3 

■ <0» 

вирус 

Коксаки 

А21 

вирусы 

Коксаки 

В1—6 

HRV-2 

HRV-14 

Полиовирусы 1—3 

4- 

_ 




Вирус Коксаки А21 

— 

+ 

— 

— 

-Ь 

Вирусы Коксаки В1—6 

— 

— 

4- 

— 

— 

HRV-2 2) 

— 

— 

— 

+ 

— 

HRV-14 3 > 

— 

+ 

— 

— 

+ 


Ч Обычно исследуют присоединение ненасыщающего количества радиоактивно меченного 
вируса в присутствии избытка немеченых вирионов. Например, избыток полиовируса ти¬ 
па 1 блокирует присоединение полиовирусов типов 1, 2 и 3, но не вирусов Коксаки А21 
и В1—6 и риновирусов человека типов 2 и 14. 

2 ) Риновирус человека типа 2 ингибирует также адсорбцию риновирусов человека типов 

ІА и 1В. 

3 ) Риновирус человека типа 14 ингибирует также адсорбцию риновирусов человека типов 
3, 5, 15, 39, 41 и 51. 


[18, 64, 176]. Как видно из табл. 18.9, три серотипа полиовиру¬ 
са конкурируют за общий рецептор, отличающийся от рецепто¬ 
ра для вирусов Коксаки группы В [66, 255, 256]. Подобно это- 
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му, существуют отдельные рецепторы для вируса Коксаки А21 
и риновирусов человека типов 2 и 14. Более детальные иссле¬ 
дования, в которых использовался случайный набор вирусов, 
представляющих 25 из 89 существующих серотипов, выявили 
только две группы рецепторов для риновирусов: меньшая груп¬ 
па для серотипов ІА, 1В, 2, 44 и 49 и большая для серотипов 
3, 5, 9, 12, 14, 15, 22, 32, 36, 39, 41, 51, 58, 59, 60, 66, 67 и 89 
[1]. Только два серотипа, 11 и 17, не удалось связать с какой- 
либо определенной группой рецепторов. 

С другой стороны, неродственные вирусы могут иметь общий 
рецептор. Например, аденовирус типа 2 конкурирует с вируса¬ 
ми Коксаки В и частично с риновирусом человека типа 2. Та¬ 
ким образом, пикорнавирусы используют набор разных рецеп¬ 
торов, а иногда даже те же рецепторы, что и вирусы неродст¬ 
венных групп. Весьма полезным при классификации групп 
рецепторов для пикорнавирусов [42], без сомнения, будет ис¬ 
пользование моноклональных антител против специфических ре¬ 
цепторов. 


Природа рецепторов 

Несмотря на некоторые успехи в солюбилизации и исследо¬ 
вании клеточных рецепторов [117, 162], об их структуре и функ¬ 
ции в клетке известно немного. Ряд пикорнавирусов вызывает 
агглютинацию эритроцитов, которые являются богатым источ¬ 
ником плазматических мембран. Рецепторы эритроцитов частич¬ 
но охарактеризованы для вирусов Коксаки ВЗ и ЕСНО-7 [244], 
а также для вируса ЕМС; в последнем случае рецептор сходен 
с гликофорином А [31] — главным сиалогликопротеином, прони¬ 
зывающим мембрану и ответственным за групповые антигены 
крови системы MN. Но, поскольку эритроциты не играют какой- 
либо явной роли в патогенезе вирусных инфекций, взаимоотно¬ 
шения этих рецепторов гемагглютинина с эклиптирующими 
рецепторами чувствительных клеток пока не ясны. 

Анализ клеточных гибридов человек—мышь показывает, что 
локус полиовирусных рецепторов расположен в 19-й хромосо¬ 
ме человека [58, 213], а локус рецептора для вирусов Кокса¬ 
ки В — в маленькой акроцентрической хромосоме [156]. При¬ 
сутствие функциональных вирусных рецепторов на одних клет¬ 
ках в организме и отсутствие на других указывает на то, что 
они экспрессируются на клеточной поверхности в соответствии 
с программой дифференцировки и роста. Разнообразие рецеп¬ 
торов, используемых различными пикорнавирусами, делает их 
полезным инструментом для исследования экспрессии рецепто¬ 
ров. 
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Антирецепторы 

Связывание со специфическими рецепторами предполагает 
наличие на поверхности вириона комплементарных участков, 
называемых антирецепторами, вероятно по одному на каждую 
из 60 субъединиц белковой оболочки. Поскольку рецепторы спо¬ 
собствуют связыванию вируса с клеткой и в конце концов ее 
гибели, в норме они должны играть какую-то другую, пока не¬ 
известную роль в жизнедеятельности клетки, не связанную с 
вирусными функциями. Ясно, что клеточные рецепторы появи¬ 
лись не для того, чтобы способствовать вирусу; логично пред¬ 
положить, что именно вирусу приходится непрерывно приспо¬ 
сабливаться к различиям в рецепторных молекулах при пере¬ 
ходе от одного типа клеток к другому. Исследования, проведен¬ 
ные на вирусе ящура, свидетельствуют о том, что антирецептор 
расположен на белке ѴР1 [19, 28]. 

Проникновение вируса в клетку и раздевание 

События, происходящие на молекулярном уровне с момента 
присоединения вируса к клетке и до начала трансляции, пока 
не удается воспроизвести шаг за шагом, используя очищенный 
вирус и компоненты клетки. Поэтому мы вынуждены применять- 
непрямые подходы, например электронно-микроскопические 
исследования [68] или анализ последовательных изменений фи¬ 
зико-химических свойств вируса [65, 174]. Например, при инку¬ 
бации комплекса вирус—клетка при 37 °С вирус становится все 
труднее извлечь из комплекса при помощи таких воздействий,, 
как понижение pH, введение дезоксихолата натрия, додецил- 
сульфата натрия, 8М мочевины или 6М хлористого лития. С этим 
постепенным увеличением прочности связывания коррелирует 
уменьшение чувствительности комплекса вирус—клетка к ней¬ 
трализации специфическими антисыворотками [129, 188, 326]; 
этот процесс, вероятно, связан с проникновением вируса через* 
клеточную мембрану («виропексис», или фагоцитоз), где он ста¬ 
новится недоступным для антител. 

При выращивании в присутствии акридиновых красителей,, 
например нейтрального красного или акридинового оранжево¬ 
го, полиовирус становится чувствительным к видимому свету,, 
очевидно, потому, что краситель включается в состав зрелых 
вирионов [67]. Инфекционность вируса, выращенного в темноте 
и использованного для заражения клеток, вначале обнаружива¬ 
ет фоточувствительность, а затем фоторезистентность [88, 190 г 
279, 317]. Этот эффект связывают с раздеванием, поскольку 
предполагается, что высвобождение нуклеиновой кислоты из ви¬ 
риона сопровождается ее освобождением от красителя. 
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Рис. 18.9. Присоединение вирусной частицы к клетке, сбрасывание защитной 
белковой оболочки и доставка РНК к месту начала процесса трансляции [25]. 
1. Непрочное обратимое связывание антирецептора на поверхности вириона с 
единичным рецептором, расположенным на поверхности клетки и плавающим 
в жидкой плазматической мемібране. 2. Более прочное связывание с участием 
все большего числа подвижных рецепторов; этот процесс приводит к «завора¬ 
чиванию» клеточной мембраны вокруг вирусной частицы, т. е. к началу про¬ 
цесса инвагинации. 3. Конформационное изменение белковой оболочки, сопро¬ 
вождающееся появлением чувствительности к протеазам и потерей белка ѴР4 
с образованием А-чаетиц. 4а. «Проникновение» частицы, доставка геномной 
РНК в цитоплазму. Этот процесс сопровождается многими абортивными явле¬ 
ниями, например «элюцией», или «слущиванием» в среду А-частиц в случае 
полиовируса, вирусов Коксаки, ECHO и риновирусов человека (46); освобож¬ 
дением свободной РНК и (12-14) S -белковых субъединиц в случае кардио- и 
афтовирусов, чьи оболочки менее стабильны (4в). Большая часть раздетой РНК 
разрушается нуклеазами. Небольшая доля инфекционных вирионов обычно 
остается нераздетой и может быть обнаружена в урожае потомства. 

Красители, которые специфически подавляют раздевание 
(роданин для вируса ECHO- 12 [87], арилдон для полиовируса 
[205] и вещество Ro 09-0410 для риновируса человека [223]) * 
являются ценным инструментом для изучения процесса разде¬ 
вания. 

Прочность связывания кардио- и риновирусов человека за¬ 
висит от температуры, и в отличие от вируса полиомиелита не 
возрастает в интервале 0—4 °С [178]. Как считают Лонберг- 
Хольм и др., увеличение прочности связывания при повыше¬ 
нии температуры обусловлено постепенным захватыванием ви¬ 
руса рецепторами, латеральная подвижность которых в плаз- 
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матической мембране увеличивается при повышении темпера¬ 
туры (рис. 18.9). В ходе этого процесса адсорбированные на 
поверхности частицы теряют белок ѴР4 (А-частицы) и стано¬ 
вятся чувствительными к протеазам [77, 117, 131]. В случае аф- 
товирусов [18, 29, 46] и кардиовирусов [119, 198] А-частицы не 
обнаруживаются, возможно, потому, что они слишком лабиль¬ 
ны. Некоторые вирусы, например полиовирус и вирус Коксаки 
ВЗ, претерпевают дальнейшие изменения, вероятно, соответ¬ 
ствующие потере ѴР2 (В-частицы; [77, 117, 178, 200]). 

Серьезная проблема, которая возникает при интерпретации 
результатов экспериментов по проникновению и раздеванию, 
заключается в том, что доля продуктивно раздевающегося ви¬ 
руса обычно не превышает 1% [189]. Таким образом, трудно 
отличить частицы, которые инициируют инфекцию, от частиц, 
вовлеченных в побочные процессы (рис. 18.9, этапы 46 и 4в). 
Примерами последних могут служить «элюированные», или 
«спущенные», частицы, которые иногда составляют от 50 до 
80% всей популяции [95, 119, 147]. В случае полиовируса эти 
неинфекционные частицы все еще содержат интактную РНК, 
но более неспособны присоединяться к клеточным рецепторам; 
они седиментируют со скоростью, составляющей лишь пример¬ 
но 70% от скорости седиментации вирионов, и более лабильны 
в CsCl [95, 147]. 

Воздействие на клетку-хозяина 

Сведения о биохимическом влиянии пикорнавирусов на кле¬ 
точные функции получены в основном при изучении вирусов, 
хорошо растущих в культурах клеток и оказывающих четко 
выраженное воздействие на метаболизм макромолекул в зара¬ 
женной клетке [106]. Так, мы довольно много знаем о влиянии 
на клетку цитоцидных вирусов, например полиовируса, но нам 
мало что известно о последствиях заражения такими вирусами, 
как вирус гепатита А, который, видимо, способен вызывать 
только персистентную инфекцию. 


Роль клетки-хозяина 

Клетка-мишень обычно служит для вируса источником энер¬ 
гии и предшественников для синтеза вирусных компонентов, а 
также предоставляет весь аппарат (рибосомы, тРНК, фермен¬ 
ты и т. д.), необходимый для синтеза вирусных белков. На ней 
расположены рецепторы, необходимые для заражения, от нее 
вирус получает мембраны для сборки вирионов и по крайней 
мере один фактор, требующийся для синтеза вирусной РНК. 
Имея в виду все это, мы можем говорить о пикорнавирусах как 
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о высокоавтономных вирусах. Они синтезируют ферменты, не¬ 
обходимые для репликации вирусного генома, и не требуют 
участия ядра, поскольку способны размножаться в цитоплазме 
безъядерных клеток [63]. Безъядерные клетки чувствительны 
также к заражению одноцепочечной полиовирусной РНК, но не 
двухцепочечной РПФ [78]; последняя способна инициировать 
инфекцию только в клетке, содержащей ядро [22, 217, 251]. 

Дополнительные данные о независимости пикорнавирусов от 
синтеза клеточных нуклеиновых кислот получены в опытах по 
исследованию ингибиторов метаболизма. Ингибиторы синтеза 
ДНК, такие как 5-бромурацил и 5-фтордезоксиуридин, обычно 
не подавляют роста полиовируса. Не подавляет его и актино- 
мицин D, который ингибирует синтез клеточных РНК, встраи¬ 
ваясь между основаниями двухцепочечной ДНК. Это вовсе не 
означает, что указанные вещества никогда не подавляют раз¬ 
множение пикорнавирусов. У некоторых штаммов полиовируса 
актиномицин D снижает выход инфекционного вируса до вели¬ 
чины, составляющей менее 1% от обычного значения [278]. 
Интересно, что максимальный эффект наблюдается при введении 



Рис. 18.10. А. Радиоавтограмма (ХІ090) мышиных клеток через 5 ч после за¬ 
ражения мышиным кардиовирусом ME. К культуре клеток добавляли трити¬ 
рованный уридин и через 5 мин фиксировали клетки кислым спиртом; время 
включения метки подбирали таким образом, чтобы оно было значительно мень¬ 
ше 30 мин, необходимых для транспорта РНК из ядра в цитоплазму в нор¬ 
мальных клетках. Распределение черных зерен показывает, что зараженные 
вирусом клетки синтезируют практически всю свою РНК в цитоплазме. Обра¬ 
тите внимание также на то, что при инфекции подавляется синтез ядѳрной 
РНК, который наблюдается в незараженных клетках (Б). (Фото приводится 
с любезного разрешения д-ра X. Хаузена, Тюбинген, ФРГ.) 



224 Глава 18 



Рис. 18.11. Синтез белков в клет¬ 
ках HeLa, зараженных полиовиру¬ 
сом при высокой множественности. 
Скорость снижения уровня синте¬ 
за, величина и время до новой 
волны белкового синтеза сущест¬ 
венно варьируют у разных вирусов 
и зависят от множественности за¬ 
ражения и типа клетки-хозяина. 
Ингибитор актиномидин D, кото¬ 
рый блокирует синтез клеточных 
РНК, но не РНК пикорнавируса 
[258], усиливает снижение клеточ¬ 
ного синтеза белка. 


актиномицина через 0,5 ч после заражения [111] и снимается 
обработкой клеток инсулином в течение 24 ч перед зараже¬ 
нием [52]. 

При заражении клетки пикорнавирусом в ней происходят 
очень сильные изменения метаболизма макромолекул [106]. 
Сразу после заражения снижается скорость синтеза РНК, при 
этом в цитоплазме начинается интенсивный синтез вирусной 
РНК. Способность пикорнавирусов подавлять синтез клеточных 
РНК в ядре и инициировать синтез вирусных РНК в цитоплаз¬ 
ме иллюстрирует рис. 18.10. 

Вскоре после заражения подавляется и синтез клеточных 
белков. В случае клеток HeLa, зараженных полиовирусом (эта 
система изучена наиболее полно), выключение происходит до¬ 
вольно быстро, в течение примерно 0,5 ч; именно такое время 
необходимо для присоединения вируса к клетке, проникновения 
в нее и раздевания (рис. 18.11). Уровень белкового синтеза, 
за изменением которого следили по включению радиоактивно 
меченных аминокислот в кислотонерастворимый материал, до¬ 
стигает минимума примерно через 2 ч после заражения. Далее 
следует волна включения метки, достигающая максимума при¬ 
мерно через 3 ч; она отвечает синтезу исключительно вирусных 
белков. Окрашивание зараженных клеток флуоресцирующими 
антителами к белкам капсида выявляет вирусные белки в ци¬ 
топлазме — сначала вблизи ядра, затем по всей цитоплазме и 
в скоплениях около плазматической мембраны [124]. Наконец, 
начинается снижение синтеза вирусных белков, связанное с 
выходом внутриклеточных компонентов и гибелью клетки. 
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Цитопатические эффекты 

Большинство пикорнавирусов индуцирует характерные мор¬ 
фологические изменения в зараженных клетках. Один из ран¬ 
них эффектов, появляющихся в течение первого часа после 
заражения, состоит в маргинации хроматина, при которой 
ядерный материал теряет свою обычную однородную микроско¬ 
пическую текстуру и скапливается у внутренней поверхности 
ядерной оболочки [106]. Сообщалось об изменении гистонного 
состава хроматина в клетках, зараженных кардиовирусами 
[134, 304] и афтовирусами [113]. 

Примерно через 2,5—3 ч после заражения в цитоплазме по¬ 
являются мембранные везикулы; они находятся вблизи ядерной 
оболочки, а затем распространяются к периферии, заполняя 
всю цитоплазму [69]. Это распространение везикул связано с 
изменениями проницаемости плазматической мембраны, поте¬ 
рей способности концентрировать прижизненные красители [55], 
усилением включения холина в клеточные мембраны [4] и за¬ 
тем выходом внутриклеточных компонентов и сморщиванием 
всей клетки. На поздних стадиях заражения в цитоплазме 
клетки часто обнаруживаются кристаллы вируса. 

Высказывалось предположение, что этот так называемый 
цитопатический эффект (ЦПЭ), столь характерный для зара¬ 
женных пикорнавирусами клеток, обусловлен перераспределе¬ 
нием лизосомных ферментов, возможно фосфолипазы [259, 319]. 
Ранее предполагали, что в ЦПЭ участвует двухцепочечная РНК, 
но эта гипотеза не получила поддержки. 

Синтез клеточных РНК, белка и ДНК начинает снижаться 
в течение первых нескольких часов после заражения. Подав¬ 
ление синтеза макромолекул клетки-хозяина не может полно¬ 
стью объяснить выраженного цитопатического эффекта пикор- 
навирусной инфекции, и имеются косвенные указания на то, 
что для полной экспрессии ЦПЭ необходим синтез вирусного 
белка [11]. Предпринимались попытки связать ЦПЭ с распределе¬ 
нием вирусных белков по органеллам клетки-хозяина, но одно¬ 
значных результатов получить не удалось [21]. 

Подавление синтеза клеточной РНК 

Синтез рибосомных и информационных РНК начинает сни¬ 
жаться вскоре после заражения многими пикорнавирусами, 
включая полиовирус, вирус менго, вирус ЕМС, риновирусы 
человека и вирус ящура [181]. Кинетика снижения для разных 
клеток неодинакова. В мышиных L -клетках, например, вирус 
менго подавляет синтез рибосомных и информационных РНК 
до уровня, составляющего менее 10% от обычного в течение 
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одного часа после заражения [106], а в клетках HeLa, заражен¬ 
ных этим же вирусом, снижение происходит гораздо медлен¬ 
нее [199]. 

Подавление синтеза ядерной РНК сопровождается снижени¬ 
ем способности изолированных ядер или неочищенных ДНК- 
белковых комплексов из зараженных клеток синтезировать 
РНК. Исследование транскрипции, чувствительной к сс-аманити- 
ну, показывает, что сильнее всего подавляется активность РНК- 
полимеразы II; ингибирование РНК-полимераз I и III менее 
выражено. Однако после освобождения из нуклеопротеиновых 
комплексов все эти полимеразы оказываются активными. 
Недавние исследования показывают, что мишенью является 
какой-то неидентифицированный фактор, необходимый для ра¬ 
боты РНК-полимеразы II [61]. Это подавление снимается инги¬ 
биторами белкового синтеза, еще раз указывая на то, что сни¬ 
жение синтеза клеточной РНК опосредуется вирусным белком 
[И]; однако соответствующий белок пока не идентифицирован. 


Подавление синтеза белков клетки-хозяина 

Связанное с полиовирусной инфекцией снижение синтеза 
белков клетки-хозяина [240] сопровождается диссоциацией ком¬ 
плексов рибосом с мРНК. Распад полисом не связан с деграда¬ 
цией молекул хозяйской мРНК, поскольку после выделения иэ 
зараженных клеток они сохраняют полную активность в бес¬ 
клеточной белоксинтезирующей системе [154]. 

Один из наиболее интересных моментов в вопросе о выклю¬ 
чении синтеза белков клетки-хозяина касается механизма подав¬ 
ления синтеза последних без одновременного блокирования син¬ 
теза вирусных белков. Ключевую роль здесь сыграло обнару¬ 
жение того факта, что 5'-конец полиовирусной РНК в отличие 
от клеточных мРНК не кэпирован и заканчивается олигонуклео¬ 
тидом pUp, а не последовательностью m 7 G(5 / )ppp(5')N..., как 
почти у всех других мРНК [96, 125, 226]. Это открытие стиму¬ 
лировало поиски механизмов, обеспечивающих инактивацию 
кэпсвязывающих факторов, которые существенны для инициа¬ 
ции трансляции хозяйской мРНК, но не нужны для трансляции 
полиовирусной РНК. 

Недавние исследования на полиовирусах показывают, что 
подавление обусловлено индуцированной вирусом инактивацией 
клеточной структуры — кэпсвязывающего комплекса (КСК) >. 
необходимого для присоединения копированных мРНК к рибо¬ 
сомам [94]. КСК содержит три белка (р220, р49 и р24/28); его 
можно очистить с (помощью хроматографии, используя способ¬ 
ность связываться с аналогами кэпа. Один из белков, р220, рас¬ 
щепляется на ранних этапах инфекции; более того, это расщеп- 
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ление подавляется теми же ингибиторами (N -этилмалеимид, 
иодацетамид, ионы цинка), которые подавляют процессинг по- 
лиовирусных белков, указывая на то, что р220, возможно, рас¬ 
щепляется вирусной протеазой. Вероятно, сходный механизм 
действует в клетках HeLa, зараженных риновирусом человека 
типа 4, но не кардиовирусами [181]. 

Подавление белкового синтеза в мышиных L -клетках, зара¬ 
женных вирусом ЕМС или вирусом менго, по-видимому, осу¬ 
ществляется с помощью другого механизма, а именно конку¬ 
ренции между вирусными и клеточными мРНК [145]. В этом 
случае, вероятно, вирусная РНК по мере накопления все ус¬ 
пешнее конкурирует с клеточными мРНК за один или несколь¬ 
ко факторов, участвующих в белковом синтезе. Кинетика подав¬ 
ления зависит от типа клеток. Так, быстрое подавление наблю¬ 
дается в мышиных L -клетках, зараженных кардиовирусами, но 
не в плазмацитомах, асцитных клетках Кребс-ІІ и асците Эрли¬ 
ха [145, 229]. Это свидетельствует о том, что подавление синте¬ 
за белков клетки-хозяина — случайное свойство жизненного 
цикла пикорнавирусов, которое предоставляет вирусу селектив¬ 
ные преимущества в некоторых биологических ситуациях, но не 
является необходимым для продуктивной инфекции. 

Снижение уровня белкового синтеза коррелирует также с по¬ 
вышением проницаемости мембран L -клеток, зараженных виру¬ 
сом ЕМС [164], но не клеток HeLa, зараженных полиовирусом, 
в которых подавление наступает быстрее. Снижение синтеза 
клеточных белков на поздних стадиях инфекции может опреде¬ 
ляться и другими факторами, например утечкой АТР [86]. 

Механизм выключения клеточного синтеза белков связыва¬ 
ют иногда с накоплением двухцепочечной РНК, токсическим 
действием вирусных белков оболочки, увеличением концентра¬ 
ции ионов натрия и снижением концентрации ионов калия в 
цитоплазме (которые в свою очередь связывают с изменениями 
в плазматической мембране), инактивацией факторов, необхо¬ 
димых для инициации синтеза белка, и вытеснением клеточных 
мРНК вирусной РНК в конкуренции за лимитирующие компо¬ 
ненты белоксинтезирующего аппарата [89, 90]. Каждая из этих 
гипотез имеет своих сторонников, и в результате вопрос о меха¬ 
низме выключения синтеза белков клетки-хозяина, зараженной 
пикорнавирусами, принадлежит к числу наиболее противоречи¬ 
вых во всей литературе по пикорнавирусам. 


Другие события 

Деление клетки прекращается в течение часа после зараже¬ 
ния. При этом премитотические клетки прекращают вхождение 
в профазу в течение нескольких минут, а клетки, вошедшие в 
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профазу в момент заражения, продолжают делиться [302]. Син¬ 
тез ДНК заметно снижается примерно через 4 ч. Вероятно, все 
эти эффекты обусловлены выключением синтеза белков и РНК 
[10Ѳ]. 


Нейровирулентность 

Штаммы полиовируса сильно различаются по вирулентно¬ 
сти. Одни из них вызывают тяжелое паралитическое заболева¬ 
ние, тогда как другие, аттенуированные штаммы, можно не 
опасаясь вводить людям перорально в качестве живых вакцин. 
Аттенуированными полиовирусами называют штаммы со сни¬ 
женной нейротропностью в случае приматов. Нейротропность не 
является свойством типа «все или ничего»; она варьирует в 
широких пределах для разных приматов. Например, наиболее 
нейротропные вирусы, такие как исходные штаммы Махони и 
Брюнхильд, вызывают параличи при введении от одной до 
10 культуральных инфекционных (цитопатических) доз в спин¬ 
ной мозг Maccacus cytiomolgus . Вирус обычно считают аттенуи¬ 
рованным, если внутримозговое введение ІО 6 — ІО 8 инфекцион¬ 
ных единиц вируса не вызывает параличей у этих животных 
[275]. Полагают, что мутации, ведущие к аттенуации, накапли¬ 
ваются в течение многих последовательных этапов. Их можно 
получить экспериментально, пассируя вирус в культуре или в 
нервных клетках грызунов. 

Сейчас появилась надежда, что нам наконец-то удастся 
установить, какой именно селективный процесс лежит в основе 
получения высокоаттенуированных вирусов. Так, определение 
полной последовательности нейровирулентного штамма полио¬ 
вируса типа 1, Махони [159, 257], и его аттенуированного про¬ 
изводного LSc 2ab [277] выявило различие по 60 нуклеотидам 
в РНК и 20 аминокислотам в белке [227]. Сравнение полиови- 
русной вакцины Сэбина типа 3 с родительским штаммом 
Leon/USA/37 выявило только девять замен оснований, две из 
которых находятся в некодирующей области на 5'-конце РНК 
[283]. В настоящее время появилась принципиальная возмож¬ 
ность провести систематическое сравнение измененных по этим 
позициям мутантов, получаемых методами генетической инже¬ 
нерии, и таким образом точно определить, какие именно пози¬ 
ции ответственны за переход от нейровирулентности к аттенуа¬ 
ции. 

Установление точного соответствия между вирулентностью и 
одним или двумя основаниями может оказаться непростой 
задачей, поскольку, во-первых, приматы, на которых прово¬ 
дятся необходимые тесты, редки и дороги, во-вторых, нейро- 
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тропность не является свойством типа «все или ничего» и, 
в-третьих, пограничные случаи во многом оцениваются субъек¬ 
тивно. 


Синтез вирусных РНК и белков 

Первый этап 

Начальные этапы размножения пикорнавирусов нелегко ис¬ 
следовать по двум причинам. Во-первых, доля вирусных частиц, 
которым удается успешно вызвать заражение, невелика, обычно 
менее 1 % от количества внесенного вируса. Во-вторых, незначи¬ 
тельные количества синтезируемого вирусного материала мас¬ 
кируются интенсивным метаболизмом макромолекул все еще 
полноценной клетки-хозяина. Поскольку зараженные клетки не 
содержат всех компонентов, необходимых для репликации виру¬ 
са, предполагают, что первая задача вируса заключается в 
трансляции своего генома и в наработке белков, необходимых 
для репликации его РНК. 

Вначале осуществляется трансляция одной большой коди¬ 
рующей области генома, а затем в результате расщепления 
новосинтезированного полипротеина образуются белковые про¬ 
дукты (рис. 18.1). Расщепление пар Tyr-Gly, которые связыва¬ 
ют предшественник оболочки PI с Р2-РЗ и ЗС'-ЗО', в полио¬ 
вирусе, вероятно, выполняется протеазой хозяина [121]. Осталь¬ 
ные расщепления в Р2-РЗ происходят по парам Gln-Gly, узна¬ 
ваемым кодируемой вирусом протеазой ЗС рго [159, 231]. Для 
того чтобы решить проблему расщепления до того, как образу¬ 
ется необходимая для этого протеаза, молекулы пикорнавирус- 
ного РЗ выработали способность к автокаталитическому вы- 
щеплению ЗС рго . 

Синтез РНК 

Синтез полипротеина в клетке занимает от 10 до 15 мин 
[36, 239, 297]. Это, вероятно, минимальное время между разде¬ 
ванием и началом синтеза вирусной РНК. Синтез осуществля¬ 
ется с помощью белка 3D po1 , который в цитоплазме заражен¬ 
ных клеток прочно связан с матрицей РНК [100, 183] и кле¬ 
точными мембранами [39]. 

Исследование бесклеточного синтеза минус-цепей на матри¬ 
це плюс-РНК показывает, что в этом процессе участвуют по 
крайней мере три белка: вирусный белок ЗС ро1 , предшественник 
VPg и хозяйский фактор (ХФ)—белок с мол. массой 67 000. 
Считают, что предшественник VPg, пока точно не идентифици- 
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( + ) 5 VPg-pUUAAAACAG - GGAAApoly(A) AAApA-OH 

(—) HO-AAUUUUGUC-CGUUUpoly (U) UUUpUp-VPg 

3' 5' 

Рис. 18.12. Репликативная форма (РФ) РНК полиовируса. Представлена струк¬ 
тура концов комплементарных плюс- и минус-цепей. Последовательности -рАрА 
у З'-концов каждой цепи — это [потенциальные участки распознавания затрав¬ 
кой VPg-pUpU. 

рованный, поставляет затравку, например VPg-pUpU, с которой 
начинается элонгация новой минус-цепи при помощи белка 
3D po1 Г17, 60, 74, 101, 225, 308, 109]. 

О следующем этапе, на котором на минус-матрицах синте¬ 
зируются плюс-цепи, известно пока немного. Мы не знаем так¬ 
же, идентичен ли фермент, катализирующий синтез плюс-цепи, 
ферменту, синтезирующему минус-цепи. В ходе репликации 
образуется структура, называемая репликативной промежуточ¬ 
ной формой (РПФ), которая состоит из полноразмерной матри¬ 
цы и 6—8 синтезирующихся дочерних цепей [13]. Вероятно, 
РПФ имеет в основном одноцепочечную структуру [228, 260] с 
непротяженными участками из спаренных оснований в непо¬ 
средственной близости от молекул полимеразы (рис. 18.6, 
этап 4). По оценкам время, необходимое для синтеза каждой 
молекулы РНК, составляет примерно 45 с [13]. В зараженных 
клетках обнаруживается также двухцепочечная так называе¬ 
мая репликативная форма (РФ) РНК (рис. 18.12); роль ее в 
репликации неясна. 

Роль мембран в синтезе РНК 

Реплицирующиеся формы пикорнавирусных РНК и новосин¬ 
тезированные вирионы связаны с мембранами гладкого ЭР [37, 
39, 167], которые разрастаются по мере репликации вируса 
[20]. Это разрастание и вакуолизация мембран блокируются 
гуанидином — ингибитором, подавляющим репликацию вирус¬ 
ной РНК [299]. 


Кинетика синтеза вирусной РНК 

После инициации синтез полиовирусной РНК протекает экс¬ 
поненциально; образуются все новые и новые матрицы, и ско¬ 
рость синтеза непрерывно увеличивается [16, 171]. На этом 
раннем этапе она удваивается каждые 15 мин до тех пор, пока 
не синтезируется примерно 10% от конечного количества про¬ 
дукта. Далее скорость синтеза становится постоянной и, накап¬ 
ливаясь линейно еще в течение часа, число молекул РНК до- 
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стигает примерно 4- ІО 5 на клетку. Из них 5—10% составляют 
минус-цепи [15]. Механизм, обеспечивающий дифференциальный 
синтез минус- и плюс-цепей, неизвестен. Значительная часть 
РНК, образованной в течение экспоненциальной фазы, исполь¬ 
зуется в качестве мРНК [16], а примерно 50% РНК, образо¬ 
ванной во время линейной фазы синтеза, упаковывается в ви- 
рионы [13]. Переход от экспоненциальной фазы к линейной мо¬ 
жет отражать «перекачку» РНК в вирионный пул. 


Роль VPg в регуляции инфекционного цикла 

Возможно, VPg тоже участвует в переключении синтеза 
РНК с экспоненциального на линейный. Среди всех форм по- 
лиовирусной РНК в зараженной клетке только РНК, выделен¬ 
ная из полисом (мРНК), не содержит VPg; вместо этого на 
ее б'-конце находится последовательность pUpUpA... [96, 125, 
226]. Поскольку эта мРНК столь же инфекционна, как и геном¬ 
ная РНК, ясно, что VPg не нужен для инфекционности [102]. 

В незараженных клетках HeLa обнаруживается активность, 
которая удаляет VPg с полиовирусной РНК, расщепляя фосфо- 
диэфирную связь между тирозином и 5'-концевым pUp [5, 6]. 
Роль этого фермента в клетке неясна: клеточные мРНК, несу¬ 
щие белки, сходные с VPg, пока не найдены. 

Удаление VPg, очевидно, не сказывается на матричной ак¬ 
тивности, поскольку геномная РНК, содержащая VPg, активна 
в качестве мРНК в бесклеточных экстрактах [109], a VPg ино¬ 
гда обнаруживается в полисомах зараженных клеток на позд¬ 
них стадиях заражения [276]. Несмотря на результаты, полу¬ 
ченье in vitro, представляется вероятным, что удаление VPg 
играет важную регуляторную роль в интактных клетках, спо¬ 
собствуя переносу мРНК к рибосомам, которые затем связыва¬ 
ются с мембранами, образуя участки шероховатого ЭР — место 
синтеза вирусного белка [265]. 


Синтез и расщепление полипротеина 

Как видно из рисунка 18.11, вслед за вирусиндуцированным 
снижением синтеза клеточного белка наступает период синте¬ 
за исключительно вирусных белков. Впервые это было показано 
в опытах с добавлением радиоактивно меченных аминокислот 
к зараженным клеткам и последующим анализом продуктов 
методом электрофореза в полиакриламидном геле с додецил- 
сульфатом натрия; этот метод позволяет разделить белки по 
размеру. Таким способом Саммерс, Майз ел и Дарнелл [295] 
обнаружили сложный спектр белков (рис. 18.13) и положили 
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S * Кажущаяся мол. масса -IQ 3 


Рис. 18.13. Спектр белков, синтезированных ів зараженных полиовирусом клет¬ 
ках HeLa через 3,5 ч после начала инфекции [231, 272]. Клетки растворяли в 
детергенте додецилсульфате натрия, и белки лизата разделяли с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии того же детергента. 
Белки перемещались по направлению к положительному электроду. Метод по¬ 
зволяет разделять белки по размеру; крупные белки располагаются слева, мел¬ 
кие— справа. А. Инкубация клеток с радиоактивным [ 35 5]-метионином в те¬ 
чение 10 мин. Б. То же, что и на рис. А, но клетки дополнительно инкубирова¬ 
ли в течение 90 мин в среде, не содержащей радиоактивной метки, для того 
чтобы произошло расщепление меченых белков [231, 272]. 

начало исследованию синтеза и расщепления белков, кодируе¬ 
мых вирусом. 

Картирование этих белков на геноме пикорнавирусов оказа¬ 
лось трудной задачей; для ее решения понадобилось 19 лет и 
пришлось применить разнообразные методы. К счастью, в са- 
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мом начале обнаружилось, что все белки происходят из одного 
полипротеина. Это позволило установить порядок генов, изме¬ 
рив удельную активность вирусных белков, синтезированных в 
присутствии ингибитора пактамицина [36, 294, 297]. Этот инги¬ 
битор подавляет инициацию синтеза новых полипептидных це¬ 
пей, не препятствуя в то же время завершению синтеза на по- 
лисомах. Таким образом, когда к клеткам с полисомами, бло¬ 
кированными пактамицином, добавляют радиоактивную метку, 
белки, кодируемые б'-концевым участком, включают меньше 
метки, чем белки, кодируемые З'-концом. Порядок белков затем 
можно установить по градиенту удельной активности, которая 
увеличивается в направлении трансляции, от 5'- к З'-концу. 

Сравнение картин распределения белковых фрагментов, по¬ 
лученных в результате расщепления трипсином или цианоген- 
бромидом, и анализ перераспределения радиоактивности между 
белками в ходе синтеза позволили установить взаимосвязь 
между предшественником и продуктами [34—36]. При помощи 
триптического анализа VPg вначале был картирован в белке 
3AB V pg [230], а затем при помощи радиохимического секвениро- 
вания было показано, что он расположен в правой половине 
предшественника [159]. 

По данным анализа концевых групп аминоконцы белков обо¬ 
лочки Р1 и ІА блокированы [159, 327]. В результате радиохи¬ 
мического секвенирования полиовирусных белков, которое стало 
возможным после определения нуклеотидной последовательно¬ 
сти генома, была получена такая же карта, как и в ранних 
исследованиях [272]. Кроме того, было установлено точное рас¬ 
положение сайтов расщепления и показано, что продукты не 
подвергаются последующему укорачиванию [159, 231]. 

Лидерный белок L, обнаруженный у афто- и кардиовирусов, 
но не у энтеро- и риновирусов человека, был впервые иденти¬ 
фицирован при исследовании продуктов бесклеточной трансля¬ 
ции кардиовирусной РНК [43, 166, 290]. Усовершенствование 
системы из ретикулоцитов кроликов путем предварительной об¬ 
работки нуклеазой для удаления эндогенных матриц [238] по¬ 
зволило значительно увеличить эффективность бесклеточной 
трансляции и послужило основой для идентификации [ПО, 234, 
237, 289] вирусной протеазы и картирования ее в ЗС рго [234]. 
В табл. 18.10 приведен ключ к старой номенклатуре белков не¬ 
которых наиболее детально изученных пикорнавирусов. 

Морфогенез 

Морфогенез пикорнавирусов можно формально рассматри¬ 
вать как последовательный процесс из трех или четырех ста¬ 
дий, в котором мономеры превращаются в пентамеры 
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Таблица 18.10. Ключ к номенклатуре пикорнавирусных белков 


Название 

L434 

Полиовирус 

Вирус ящура 

HRV-2 

[322] 

Вирус EMC 
[270] 

[230] 

[159] 

IH5] 

[80] 

L 



ріб 

pi 6/20 


p 12/14 

L-1-2A 






pre-A 

1-2А 






A 

1 (Рі) 

Іа 

Р1 -1 а 

р91 

p88 

1A 

В 

2 (Р2) 

ЗЬ 

Р2-ЗЬ 



58 


2ВС 

5Ь 

Р2-5Ь 



X (43) 


2А 

8 

Р2-8 

р 14 

p20c 


G 

2В 

10 

Р2-10 




I 

2С 

X 

Р2-Х 

р41 

p34 

38 

F 

2АВ 

7а 

Р2-71 





3 (РЗ) 

lb 

Р3-1Ь 

р 102 

plOO 

IB 

C 

ЗАВ 

9 

РЗ-9 

р 19 

p 14 


H 

ЗС 

7с 

Р3-7с 

р 118 

p20b 

7c 

p22 

3D 1 > 

4 

Р3-4Ь 

ріб 

p46a 


E 

3D 

2 

РЗ-2 

р 18 

p72 

2 

D 

ІА 

VP4 

ѴР4 

ѴР4 

VP4 

VP4 

Альфа 

1В 

VP2 

ѴР2 

ѴР2 

VP2 

VP2 

Бета 

1C 

ѴРЗ 

ѴРЗ 

ѴРЗ 

VP3 

VP3 

Гамма 

1D 

ѴР1 

ѴР1 

ѴРР) 

VP1 

VP1 

Дельта 

1АВ 

ѴРО 

ѴРО 

ѴРО 

ѴР0 

ѴР0 

Эпсилон 


*> Известен также как NCVP4, рбЗ, pol(U) -полимераза, репликаза и РНК-полимераза. 
2 ) Ранее обозначался ѴРЗ [12]. 


(рис. 18.14, этап 1). Затем пентамеры собираются в провирион, 
состоящий из геномной РНК, находящейся внутри 12-пентамер- 
ного капсида (этап 2). Когда происходит упаковка РНК — в 
ходе сборки капсида (этап 2а) или после него (этап 2г) —неиз¬ 
вестно. Заключительный этап, на котором образуется зрелый 
вирион (этап 3), включает расщепление большинства (но не 
всех) молекул ѴРО в 60-субъединичном капсиде. 

Сборку капсида можно рассматривать исходя из представ¬ 
ления о латентных доменах, входящих в состав белковой субъ¬ 
единицы (протомера). Последовательная активация этих ла¬ 
тентных доменов, включающих две межсубъединичные связи, 
домен узнавания РНК и центр расщепления, может происхо¬ 
дить в результате изменения конфигурации после каждого про¬ 
межуточного шага [270, 272]. Экспериментальное подтвержде¬ 
ние этому можно получить с помощью серологических иссле¬ 
дований. Структурную основу этих изменений только начинают 
изучать с помощью моноклональных антител [264]. 

Пикорнавирусы являются весьма удобной моделью для изу¬ 
чения механизмов сборки вирусов, поскольку их 60-субъединич- 
ная оболочка относительно проста и состоит всего из 12 блоков 
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Рис. 18.14. Морфогенез пикорнавирусов. Показаны пути морфогенеза, соответ¬ 
ствующие антигены и побочные продукты. Обратите внимание на изменение 
антигенности (S->-N, H->-N) по мере прохождения этапов от мономеров до ви- 
рионов (путь по горизонтали, внизу). Расщепление цепи ѴРО с образованием 
ѴР2 и ѴР4 (этап 3) приводит к образованию инфекционных шрионов (N- 
антигенность). Пунктирными стрелками показаны предполагаемые альтерна¬ 
тивные пути. 

вирусных белков [271]. Успехи в этом направлении пока неве¬ 
лики [254]; здесь необходимы какие-то новые подходы. Далее 
мы попытаемся проследить за проблемой от самых ее истоков, 
т. е. от обнаружения вирусных антигенов до современного со¬ 
стояния дел, которое подытожено на рис. 18.14. 


Природные пустые капсиды 

В 1957 г. Майер и др. [195], используя зональное скорост¬ 
ное центрифугирование, разделили частично очищенные препа¬ 
раты полиовируса на четыре зоны, обозначив их буквами А, В, 
С и D. Первые две были связаны с посторонними примесями. 
Наиболее быстро седиментирующая зона, D, содержала инфек¬ 
ционные вирионные частицы, а зона С — частицы вирионного 
размера, которые впоследствии были идентифицированы как 







236 Глава 18 


оболочки, лишенные РНК, и теперь называются природными 
пустыми капсидами (ППК). Поскольку пустые капсиды седи- 
ментируют со скоростью в два раза меньшей, чем вирионы, и 
имеют меньшую, чем вирионы, плавучую плотность (табл. 18.2), 
их часто называют также природным верхним компонентом 

(ПВК). 

Каждая из «вирусных» зон, С и D, представлена своей по¬ 
лосой преципитации в агаре. Материал зоны D предпочтитель¬ 
но реагирует с сыворотками переболевших людей, а материал 
зоны С (С-частицы) — с сыворотками больных в острой стадии 
полиомиелита [262]. С-частицы из непрогретых клеточных экс¬ 
трактов по серологическим тестам неотличимы от антигена, 
полученного прогреванием полиовируса [139, 262]. 

Антигенная трансформация N —Н 

Когда инфекционые, или «нативные», поливирионы, называе¬ 
мые N -антигенами (или иногда D -антигенами), прогревают в 
нейтральном солевом растворе в течение 2—3 мин при 56 °С, 
РНК выходит из частиц и белковая оболочка одновременно 
приобретает новые антигенные свойства, превращаясь в Н-ан - 
тиген (от англ, heated — прогретый) (рис. 18.14, этап 4). Меж¬ 
ду N- и Н-комплексами наблюдается слабый иммунный пере¬ 
крест (либо вовсе не наблюдается) [261, 262]. Так, сыворотка 
против Н-антигена не нейтрализует нативные вирионы и даже 
не связывается с ними. Прогретые частицы более неспособны 
адсорбироваться клетками. Иными словами, когда нативные 
вирионы прогревают, практически все их характерные поверх¬ 
ностные свойства утрачиваются. Пустые оболочки, полученные 
прогреванием вирионов, также не содержат VP4 [185] и назы¬ 
ваются искусственными пустыми частицами (ИПЧ), или искус¬ 
ственным верхним компонентом (ИВК). 

Переход антигена из N- в Н-состояние может произойти и 
другим путем, например при облучении УФ-светом, повышении 
pH, под действием ртутных соединений или фенола, при высу¬ 
шивании [168]. Потеря РНК не является необходимым услови¬ 
ем перехода антигена в Н-состояние. Так, вирион может перей¬ 
ти в состояние Н-антигенности без потери заключенной в нем 
РНК при менее длительном прогревании при 56 °С или УФ- 
облучении [153, 168, 262]. Доза УФ-света, необходимая для 
индукции перехода N —Н, гораздо выше той, при которой утра¬ 
чивается инфекционность [153, 262, 315]. 

Переход антигена из N -состояния в Н необратим и происхо¬ 
дит кооперативно; это означает, что частица либо полностью 
N -антигенна, либо полностью Н-антигенна. Мозаичные вирионы, 
содержащие смесь N- и Н-детерминант, встречаются очень 
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редко либо полностью отсутствуют [138, 139]. Это означает, 
что, начавшись, переход N —Н быстро охватывает все соседние 
субъединицы в частице. 

S -антиген 

При иммунизации белком 2S, образующимся в результате 
деградации полиовируса 6М гуанидинхлоридом, получается 
еще один антиген, называемый S -антигеном. Образующиеся ан¬ 
титела, но не N- и Н-специфические антитела, реагируют с 
55-антигеном в экстрактах из зараженных клеток [282], а так¬ 
же с новосинтезированным вирусным белком, связанным с по- 
лисомами [281]. 


Сборка ППК из 145-субъединиц in vitro 

Помимо 55-субъединиц и ППК экстракты из клеток, зара¬ 
женных полиовирусом, содержат 14 S -частицы [246], известные 
ранее как 10 S -частицы [312]. Анализ полипептидного состава 
показал, что ППК, 14 S -частицы, а возможно, и 5 5-компонент 
содержат примерно одинаковые количества VPO, ѴР1 и ѴРЗ 
£249], но не содержат две белковые цепи ѴР2 и ѴР4, которые 
обнаруживаются в зрелом вирионе. В этой же работе было 
показано также, что экстракты из зараженных клеток способ¬ 
ны стимулировать сборку 14 5-частиц в ППК. Эта активность, 
стимулирующая сборку in vitro, вирус-специфическая, посколь¬ 
ку она полностью отсутствует в экстрактах из незараженных 
клеток. 

Морфопоэтический фактор 

Филипс и др. [247, 254] показали, что существуют два типа 
сборки: самосборка и сборка, стимулируемая экстрактом. Они 
имеют сходные кинетики, оптимумы pH, концентрации солей, 
температуры (37 °С). Для самосборки необходима высокая 
концентрация 14 S -частиц, а образующиеся частицы обладают 
Н-антигенностью. Сборка, стимулируемая экстрактом, протека¬ 
ет при значительно более низкой концентрации 14 S -частиц, и 
образующиеся частицы N -антигенны. Активность, катализирую¬ 
щая сборку, которая чувствительна к трипсину, но не к рибо- 
нуклеазе, локализована в мембранах ШЭР, несущих 14 5-части¬ 
цы, ППК и неидентифицированную 110 S -структуру, которая 
высвобождается при растворении мембран дезоксихолатом 
£242]. Экстракты из клеток, зараженных дефектными интерфе¬ 
рирующими (ДИ) частицами (формой полиовируса, единствен¬ 
ным известным дефектом которого является делеция генов бел- 
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ка оболочки [49]), не содержат активности, стимулирующей 
сборку [248]. Из всего этого следует, что морфопоэтический 
фактор, связанный с ШЭР, представляет собой какой-то белок 
оболочки, связанный с мембранами. 

5 S -частицы, синтезированные в бесклеточной системе транс¬ 
ляции из ретикулоцитов кролика, способны к самосборке с об¬ 
разованием 14 S -частиц, хотя сборка осуществляется крайне 
медленно: за 5—18 ч [114, 232] по сравнению с несколькими 
минутами в зараженных клетках. Способность морфопоэтиче¬ 
ского фактора ускорять такую сборку пока не исследована.. 


Роль гладкого эндоплазматического ретикулума 

По данным других работ в морфогенезе участвуют реплика¬ 
тивные комплексы, которые связаны с гладким, а не с шерохо¬ 
ватым ЭР. Наиболее веским аргументом является то, что вирус¬ 
ные частицы, связанные с репликативными комплексами из- 
клеток, импульсно меченных радиоактивным уридином, обла¬ 
дают в три—восемь раз большей удельной радиоактивностью, 
чем вирионы из других фракций [38]. Это означает, что данные 
вирионы образовались недавно, а следовательно, сформированы 
в репликативном комплексе. При обработке рибонуклеазой этих 
репликативных комплексов, связанных с мембранами, можно 
выделить стабильные пустые оболочки [321]. 


Образование вирионов и расщепление, 
приводящее к созреванию 

О взаимосвязи между синтезом РНК и образованием вирио¬ 
нов свидетельствуют и результаты опытов с использованием 
гуанидина. Этот ингибитор специфически блокирует сборку 
вирионов [120] при концентрации 1—3 мМ, никак не сказыва¬ 
ясь на синтезе макромолекул в клетке [299]. Согласно совре¬ 
менным представлениям, гуанидин влияет на инициацию синте¬ 
за РНК. Когда его добавляют в середине инфекционого цикла, 
переход новосинтезированных молекул РНК из репликативных 
комплексов в вирионы сразу блокируется; это сопровождается 
накоплением пустых оболочек, прекращением расщепления ѴРО 
и перехода радиоактивного белка в вирионы [13]. 

После удаления ингибитора синтез РНК возобновляется, 
метка из пустых оболочек быстро и количественно переходит 
во фракцию вирионов, а белок ѴРО расщепляется [142, 143]. 
В результате этих исследований было показано, что различии 
в полипептидном составе между капсидом и его предшествен¬ 
никами связаны с расщеплением белка ѴРО на ѴР2 и ѴР4 на 
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конечном этапе морфогенеза, когда вирионы становятся инфек¬ 
ционными. 

Подтверждением расщепления ѴРО, приводящего к созрева¬ 
нию вириона, послужило обнаружение частиц, содержащих РНК 
и названных провирионами. Вначале сообщалось, что коэффи¬ 
циент седиментации этих частиц составляет 120 S [97], но затем 
было показано, что провирион осаждается вместе со зрелым 
вирионом (155 S) [116]. В этих частицах больше белка ѴРО, и 
в отличие от вирионов они диссоциируют при добавлении доде- 
цилсульфата натрия, в ЗМ растворе CsCl или в 20 мМ растворе 
ЭДТА (агента, связывающего двухвалентные катионы, напри¬ 
мер, Са 2+ или Mg 2 ^). 

Структура 5 S- и 14 S -субъединиц 

Гипотеза о том, что 14 S -частицы являются пентамерами 
незрелых 5 S -протомеров (ѴРО, ѴРЗ, ѴР1) [271], подтверждает¬ 
ся результатами измерения их коэффициентов седиментации и 
стехиометрии полипептидных цепей [201]. 14 S -частицы из кле¬ 
ток HeLa, зараженных вирусом ЕМС, осаждаются на 6% быст¬ 
рее, чем (VP2, ѴРЗ, ѴР1) -содержащие 13,4 S -пентамеры из 
зрелых вирионов, в точном соответствии с предсказаниями тео¬ 
рии седиментации (табл. 18.7). О том, что 14 S -субъединицы 
состоят из протомеров, свидетельствует их диссоциация на 
меньшие субъединицы с коэффициентом седиментации 5 S и 
соотношением белков ѴРО, ѴРЗ и ѴР1 1:1:1, как и следует 
ожидать для незрелого протомера [201, 202]. 

Механизм упаковки РНК 

Один из наиболее противоречивых аспектов сборки пикорна- 
вирусов касается механизма, с помощью которого РНК упако¬ 
вывается в вирионы. Вначале высказывалось предположение о 
существовании быстро устанавливающегося равновесия между 
оболочкой и субъединицами, но затем было показано, что ППК 
исключительно стабильны и диссоциируют только при разделе¬ 
нии их на полипептидные цепи. 

Исходя из всех этих экспериментальных данных, Джекобсон 
и Балтимор предложили гипотезу прокапсида , согласно которой 
конечным этапом морфогенеза является ассоциация РНК с об¬ 
разовавшейся ранее оболочкой. Рассматривались два возмож¬ 
ных механизма этого процесса: а) РНК каким-то образом внед¬ 
ряется в пустую оболочку (механизм внедрения ); б) РНК на¬ 
матывается на образующийся прокапсид, укладывается в осо¬ 
бые «каналы» и индуцирует изменения в структуре оболочки, 
которые вовлекают РНК внутрь частицы и инициируют рас- 
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щепление, ведущее к созреванию. Последняя гипотеза (гипо¬ 
теза трансфигурации ), основанная на наличии довольно экзо¬ 
тического процесса, обладает тем важным преимуществом, что 
она позволяет объяснить значительные различия в поверхност¬ 
ных свойствах Н-антигена прокапсида и N -антигена вириона. 


Три типа ППК 

В последние годы стали все чаще появляться данные о том, 
что два основных свойства ППК, которые позволили Джекоб- 
сону и Балтимору сформулировать гипотезу прокапсида, а 
именно их высокая стабильность и Н-антигенность, являются 
артефактами процедуры, использованной для их выделения из 
зараженных клеток. Так, нативные ППК, вероятно, имеют анти- 
генность N, а не Н [140, 219, 264]. Если экстракция проводится 
при обычных условиях, т. е. при комнатной температуре, ней* 
тральном pH, низкой ионной силе, то для ППК характерна 
Н-антигенность или антигенность, промежуточная между Н и 
N. Однако в случае экстракции при pH от 6 до 6,5 и низкой 
температуре (4°С) наблюдается исключительно N -антигенность, 
а коэффициент седиментации ППК составляет 70S (ППК-2 на 
рис. 18.14). При инкубации при 37°С эти N -антигенные частицы 
необратимо превращаются в Н-антигенную форму с коэффици¬ 
ентом седиментации 80S (ППК-3). 

Обнаружены также диссоциирующие формы ППК (лабиль¬ 
ные ППК, или ППК-1) [193]. Показано, что ППК, выделен¬ 
ные при низкой температуре, легко диссоциируют на 14 5-субъ¬ 
единицы. Эти субъединицы могут объединяться с образовани¬ 
ем ППК даже при очень низких концентрациях и без помощи 
морфогенетических мембран. Тем не менее когда лабильные 
ППК выдерживают в течение непродолжительного времени при 
комнатной температуре, они становятся недиссоциирующими 
(стабильными), ППК-2 или ППК-3 в зависимости от степени 
повреждающего воздействия. 

Заключение 

Центральной проблемой морфогенеза пикорнавирусов оста¬ 
ется механизм упаковки РНК. Данные о том, что ППК облада¬ 
ет N -антигенностью, ставят под сомнение гипотезу трансфигу¬ 
рации, а обнаружение обратимости диссоциации ППК вновь 
возвращает нас к мысли о том, что эти оболочки являются про¬ 
сто резервуарами для хранения 14 S -субъединиц. 

Тем не менее гипотезу прокапсида нельзя окончательно от¬ 
вергнуть. Пока четко не показано, что ППК содержат полный 
набор из 60 субъединиц, можно предположить, что в них недо- 
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стает одного или двух пентамеров [170] и таким образом имеет¬ 
ся отверстие, через которое РНК проникает внутрь частицы. 
Включение последнего пентамера может запускать расщепле¬ 
ние, ведущее к созреванию. 

Другими возможностями являются упаковка 53 S -полуоболо- 
чек [170] и сборка 14 S -пентамеров вокруг конденсированной 
РНК [108]. Обе эти модели ставят нетривиальный вопрос: 
каким образом РНК конденсируется в шар, который достаточ¬ 
но плотен для того, чтобы поместиться в центральную полость 
частицы, и в котором концентрация РНК составляет 50—70%. 

Имеющиеся данные о быстром прекращении упаковки РНК 
после добавления гуанидина [12] и обнаружение новосинтези- 
рованных вирионов в репликативных комплексах, связанных с 
гладким ЭР [38, 321], свидетельствуют о связи между синтезом 
и упаковкой РНК. Можно предположить, что при синтезе соз¬ 
дается та движущая сила, которая необходима для внедрения 
РНК в прокапсид или для конденсации ее в компактное ядро. 
Возможно, для выяснения природы заключительных этапов 
упаковки геномной РНК понадобится создать бесклеточные си¬ 
стемы, способные к синтезу репликативных промежуточных 
форм РНК. Разрешение проблемы упаковки геномной РНК 
стимулирует исследование других процессов упаковки в биоло¬ 
гических системах. 
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Реовирусы 

Кеннет Л. Тайлер , Бернард Н. Филдс 1 


Исторические аспекты 

В 1959 г. Сэбин предложил выделить в отдельную группу 
вирусы, ранее классифицированные как ЕСНО-10. Поскольку 
эти вирусы, обычно выделяемые из дыхательных путей и пище¬ 
варительного тракта, не были связаны ни с одним из известных 
заболеваний, он назвал их реовирусами (reovirus — respiratory, 
enteric, orphan viruses) [41]. В начале 70-х гг. из группы не¬ 
классифицированных арбовирусов были выделены орбивирусы и 
тоже отнесены к сем. Reoviridae. Основой для изменения клас¬ 
сификации послужили обнаруженные отличия орбивирусов от 
других арбовирусов — отсутствие оболочки и наличие сегмен¬ 
тированной двухцепочечной геномной РНК [4]. Семейство рео- 
вирусов еще раз пополнилось в конце 70-х гг., когда установи¬ 
ли, что группа вирусов, названная ротавирусами за особенно¬ 
сти их морфологии, также содержит сегментированный двухце¬ 
почечный РНК-геном [16]. К реовирусам относят также три 
группы вирусов с сегментированным РНК-геномом, инфекцион¬ 
ные для насекомых и растений (циповирусы, фитовирусы, фид- 
живирусы) [28, 31]. 

Сем. Reoviridae в его современном виде состоит из шести 
родов. Три из них — ортореовирусы, орбивирусы и ротавирусы — 
инфекционны для животных и человека; остальные три включа¬ 
ют вирусы, инфекционные только для растений и насекомых. 
Вирусы, относящиеся ко всем этим родам, объединены в семей¬ 
ство на основе сходства их структуры, особенностей генома и 
стратегии репликации (табл. 19.1). 

Каждая из общих характеристик семейства, приведенных в 
табл. 19.1, отражает наиболе важные особенности трех родов 
сем. Reoviridae, инфекционных для человека и животных. Три 
другие группы реовирусов мы здесь обсуждать не будем. До- 

1 Kenneth L. Tyler, Bernard N. Fields, Department of Microbiology and Mo** 
lecular Genetics, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115. 
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Таблица 19.1. Наиболее характерные свойства рео- 
вирусов 


Структура 

Размер ~70 нм 

Форма икосаэдрическая (близка к сферической) 
Отсутствует гликопротеиновая оболочка 
Двухкапсидная структура 
Геном 

Двухцепочечная РНК 
10—12 сегментов 
Репликация 

Осуществляется в цитоплазме 
Формируются внутриклеточные включения 
Не происходит полного раздевания вириона 
Образуются полноразмерные кэпированные (5') 
не полиаденилированные мРНК-транскрипты 
Имеются все ферменты, необходимые для тран¬ 
скрипции дцРНК 


полнительную информацию о них можно найти в обзорах [17 у 
37]. Более подробно особенности ортореовирусов («реовиру- 
сов»), орбивирусов и ротавирусов описаны в последующих 
главах. 

Структура 

Орби-, рота- и ортореовирусы имеют внутреннюю сердцеви¬ 
ну примерно одинакового размера (50—65 нм) с икосаэдриче- 
ской симметрией и легко различимыми субъединицами (капсо- 
мерами). В случае ортореовирусов сердцевину в основном со¬ 
ставляют три белка (XI, Х2, ст2); в небольших количествах при¬ 
сутствуют и три других белка (ХЗ, ці, р2) [22, 32]. Белок 
Х2 образует «шипы» на 12 вершинах сердцевины. Сердцевина 
ротавирусов на 80% состоит из белка ѴР6, почти вся остав¬ 
шаяся часть приходится на белок ѴР2. В небольших количест¬ 
вах в сердцевине содержится еще один белок — ѴР1. Сердце- 
вина орбивирусов состоит из пяти белков (Р1, РЗ, Р4, Р6, Р7) 
[52] (табл. 19.2). 

Различные представители сем. Reoviridae имеют существен¬ 
но разную структуру наружного капсида [23, 36, 51]. У орто¬ 
реовирусов наружный капсид четко выражен и состоит из гек¬ 
са- и пентагональных субъединиц, построенных в основном из 
двух белков ( jli 1С и сгЗ). У каждой из 12 вершин икосаэдра 
располагаются по две молекулы белка сгі. Нуклеокапсиды ор¬ 
бивирусов окружены диффузным слоем, состоящим из двух 
белков (Р2, Р5). Этот наружный капсид не содержит выражен¬ 
ных морфологических структур, как и капсид ротавирусов. 
Однако последний по данным электронной микроскопии имеет 




Реовирусы 259 


Таблица 19.2. Белки реовирусов и их предполагаемая локализация ! > 


Наружный капсид 

Сердцевина (нуклеокапсид) 

Неструктур¬ 

ные 

белки 

Ортореовирусы 
(тЗ, рЛС 

Минорный белок аі 

XI, сх2, Х2 (образуют «шипы») 
Минорные белки: ХЗ, ц2, рЛ 

jxNS 

aNS 

Орбивирусы 

Р2, Р5 

РЗ, Р7 

Минорные белки: Р1, Р4, Р6 

Р5а, Рба 

Ротавирусы 

ѴРЗ, ѴР7 

Минорные белки: ѴР5, 

ѴР10, ѴРІОс 

VP2, VP6 

Минорные белки: VP1, ѴРЗ 
(р91), ѴР4 (р84) 

VP8, VP9 
VP11 

VP12 


*> Номенклатура ротавирусных белков до конца не разработана, а локализация белков 
орбивирусов может быть неодинаковой у разных вирусов. Подробнее см. гл. 20. 


более четкие рельефные особенности. Он состоит в основном 
из двух белков (ѴРЗ, ѴР7). 

Физико-химические свойства 

Как и можно было предположить, различные члены сем. 
Reoviridae обладают примерно одинаковой плавучей плотно- 
стью в градиенте плотности CsCl (1,36 г/см 3 ) [40, 48, 52]. При 
—70 °С они остаются стабильными сколь угодно долго и даже 
при обычной температуре теряют инфекционность довольно 
медленно [45]. Орто- и ротавирусы устойчивы к хлороформу и 
другим органическим растворителям и стабильны в широком 
диапазоне pH [12]. Орбивирусы менее устойчивы, и обычно их 
инфекционность уменьшается после обработки детергентами и 
органическими растворителями в стандартных условиях [52]. 
При низких pH орбивирусы утрачивают свою инфекционность 
[52], резко отличаясь этим от других представителей сем. Reo¬ 
viridae, стабильных в интервале pH от 3 до 9 [15]. 

Геном 

Все представители сем. Reoviridae содержат сегментирован¬ 
ный геном, представленный двухцепочечной РНК. У орторео- и 
орбивирусов таких сегментов 10 [44, 53], у ротавирусов — 11 
[34, 40]. Наибольшую молекулярную массу имеет геном орто- 
реовирусов (15-10 6 ) [44], а наименьшую — геном орбивирусов 
(12- 10 е ) [53]; мол. масса генома ротавирусов составляет 
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(11 —14)-ІО 6 [22]. Четкое соответствие между разными класса¬ 
ми сегментов РНК разных групп реовирусов отсутствует. У ор- 
тореовирусов мол. масса наибольшего сегмента равна примерно 
2,7-ІО 6 , у орбивирусов 2,5-ІО 6 , у ротавирусов 1,Ы0 6 . Самые 
низкомолекулярные сегменты рота- и орбивирусов меньше, чем 
у реовирусов: их мол. масса составляет 2* ІО 5 . Эти величины 
соответствуют размерам от 4500 пар нуклеотидов (сегмент L 
реовирусов) до 680 (малый сегмент ротавирусов). 

Репликация 

Первые этапы взаимодействия реовирусов с поверхностью 
клетки-хозяина не установлены. Связывание ортореовирусов с 
клеткой осуществляется с помощью белка сгі [30, 54]. Именно» 
он ответствен за клеточную и тканевую тропность вируса и слу¬ 
жит вирусным гемагглютинином [55—57]. Гемагглютинином ро¬ 
тавирусов является белок наружного капсида ѴРЗ, но какой 
из ротавирусных белков участвует в присоединении вириона к 
клетке — неизвестно [22]. Вирулентность орбивирусов опреде¬ 
ляется белками наружного капсида Р2, Р5; возможно, их функ¬ 
ция аналогична функции белка сгі реовирусов (гл. 38). 

Природа клеточных рецепторов для реовирусов не установ¬ 
лена. Предполагали, что таким рецептором может быть лакта¬ 
за [22] или какой-либо другой компонент клеток ворсинок ки¬ 
шечника. Обработка эритроцитов нейраминидазой препятству¬ 
ет их агглютинации ротавирусами и предотвращает заражение 
ротавирусами клеток МА- 104. Отсюда следует, что важным 
компонентом рецептора для ротавирусов являются остатки сиа- 
ловой кислоты [2, 22]. 

После адсорбции и проникновения в клетку орторео-, орби- 
и ротавирусы появляются в эндосомах [9, 39, 46, 47]. Именно 
здесь происходит раздевание вирионов. Протеазы лизосом по¬ 
следовательно удаляют белки сгЗ, рЛС и аі [6, 47]. Одновре¬ 
менно с деградацией рІС происходит активация вирусной 
транскриптазы [5]. Раздевание и последующая репликация ро¬ 
тавирусов ускоряются также триптическим гидролизом белка 
наружного капсида ѴРЗ (р84) [7, 13, 14, 22]. У орбивирусов не 
выявлено расщепления капсидных белков, подобного расщеп¬ 
лению р1-^р1С у ортореовирусов и ѴРЗ-Э-ѴР5*, ѴР8* у ротави¬ 
русов. Однако для инициации транскрипции их генома, по-ви¬ 
димому, необходимо удаление белков наружного капсида 
[20, 51]. 

Вначале транскрибируется исключительно минус-цепь РНК. 
Полноразмерные продукты транскрипции служат матрицами 
как для синтеза вирусных белков, так и для репликации [3, 8, 
25, 26, 43, 52]. У орторео- и ротавирусов мРНК кэпированы с 
5'-конца [18, 43]. Они кодируют все ферменты, необходимые дла 
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осуществления этой модификации РНК. У орбивирусов кэпи- 
рующие ферменты не обнаружены [52]. У реовирусов мРНК 
не полиаденилированы [43]. 

Природа вирусной транскриптазы не устновлена ни для 
одного из реовирусов. Известно, что белок ЯЗ, кодируемый 
геном L1 ортореовирусов, определяет оптимум pH для транс¬ 
криптазы [11]. Предполагают, что каталитический центр транс¬ 
криптазы этих вирусов формируется двумя белками — XI и Х2 
[33]. О транскриптазах рота- и орбивирусов пока ничего не из¬ 
вестно. 

В том случае, если у реовирусов нет специального механиз¬ 
ма регуляции транскрипции, количество РНК, считываемой с 
каждого гена, должно быть пропорционально длине соответ¬ 
ствующей РНК. Такое соотношение соблюдается для восьми 
генов вируса синего языка (орбивирус) и не соблюдается для двух 
других генов: ген 5 транскрибируется быстре, а ген 10—медлен¬ 
нее остальных [25]. Есть сведения, что частота транскрипции 
генов ортореовирусов примерно пропорциональна их размеру 
[27]. Возможно, для транскрипции некоторых генов ортореови¬ 
русов необходимо, чтобы предварительно были синтезированы 
определенные белки. Показано, что гены L1, М3, S3 и S4 не 
нуждаются в таких белках, а для транскрипции остальных шес¬ 
ти генов необходим белок, кодируемый одним из «ранних» ви¬ 
русных генов [35, 58]. 

В зараженных клетках уровень трансляции вирусных мРНК 
постепенно начинает превышать уровень синтеза мРНК клетки- 
хозяина. Как мы уже отмечали, и орторео-, и ротавирусы со¬ 
держат кэпирующие ферменты и все ранние вирусные мРНК 
кэпированы с 5'-конца. Преобладание трансляции вирусных 
матриц в клетке-хозяине связано с появлением некэпированных 
мРНК. Поскольку все клеточные мРНК в отличие от поздних 
вирусных мРНК кэпированы, высказывалось предположение, 
что переключение на «кэп-независимую» трансляцию и опреде¬ 
ляет преобладание синтеза вирусных белков [58]. У орбивиру¬ 
сов нет разделения на «ранний» и «поздний» этапы белкового 
синтеза и нет данных о регуляции уровня трансляции мРНК. 

Детали сборки реовирусов и выхода их из клетки мало изу¬ 
чены. Репликация всех групп реовирусов осуществляется в ци¬ 
топлазме и сопровождается образованием включений. Любо¬ 
пытной особенностью репликации реовирусов является форми¬ 
рование тубулярных структур, ассоциированных с местами 
сборки вирионов. Сборка ортореовирусов тесно связана с мик¬ 
ротрубочками и промежуточными филаментами [10, 42]. Орби- 
вирусы в ходе своего морфогенеза также ассоциированы с ту¬ 
булярными структурами [9, 49], построенными из неструктурно¬ 
го вирус-специфического белка Р5а [24]. 
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Особенностью репликации ротавирусов является связь с эн¬ 
доплазматическим ретикулумом, где осуществляются созрева¬ 
ние и отпочковывание вирионов [1, 38]. 

Выход реовирусов из клеток обычно происходит после лизи¬ 
са последних. Сообщалось об отпочковывании орбивирусов от 
поверхности зараженных клеток, однако большинство частиц 
освобождается все-таки только после лизиса [20]. 

Круг хозяев и патогенность 

Ортореовирусы, по-видимому, не являются возбудителями 
каких-либо заболеваний человека, хотя и были выделены от 
различных больных. Ортореовирусы млекопитающих и птиц 
также не вызывают заболеваний, имеющих экономическое зна¬ 
чение (гл. 20). 

Ротавирусы считают одним из основных возбудителей энте¬ 
рита и диареи новорожденных. Диарея является одной из ос¬ 
новных причин детской смертности, особенно в слаборазвитых 
странах. Ротавирусы вызывают также диарею у коров и свиней. 

Орбивирусы, за исключением вируса колорадской клещевой 
лихорадки, вызывают в основном заболевания у животных. Они 
отличаются от других представителей сем. Reoviridae, инфек¬ 
ционных для животных, поскольку их жизненный цикл обяза¬ 
тельно включает стадию, когда они персистируют в организме 
переносчика — насекомого. Орбивирусы вызывают ряд заболе¬ 
ваний у животных, включая африканскую болезнь лошадей, 
энцефалоз лошадей, геморрагическую болезнь оленей и коров, 
болезнь синего языка овец. Вирус колорадской клещевой лихо¬ 
радки вызывает у людей тяжелое заболевание, подобное денге, 
а также энцефалит. Оно развивается после укуса клеща Der - 
macentor andersoni , который встречается в Скалистых горах 
США и на северо-западе Канады. 
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Репликация реовирусов 

Кеннет Л. Тайлер , Бернард Н. Филдс 1 


История вопроса 

Вирусы, принадлежащие к этой группе, были выделены из 
кала детей в начале 50-х гг., но свое название «реовирусы» по¬ 
лучили лишь в 1959 г. В 1953 г. Стэнли и др. [306] описали ви¬ 
рус, выделенный из кала детей, который они назвали вирусом 
гепатоэнцефаломиелита (НЕѴ). Сходный изолят вируса был 
получен через четыре года в Голландии также из кала де¬ 
тей [318]. Ни в одном случае не было выявлено связи вируса 
с каким-либо заболеванием. Другие изоляты были получены из 
кала здоровых детей, детей, больных диареей, а также членов 
семьи со стеаторейным энтеритом. Один из выделенных вирусов 
стал прототипом группы ECHO- 10 [233]. Эти вирусы отнесли к 
группе ЕСНО-10, поскольку их выделили из кишечника; они не 
были связаны с каким-либо заболеванием и хорошо размножа¬ 
лись в культуре клеток почек обезьян, приводя к выраженному 
цитопатическому эффекту (ЦПЭ). Первоначально считали, что 
полученные изоляты непатогенны для новорожденных мы¬ 
шей [247]; это послужило основным критерием отличия вирусов 
группы ECHO от других энтеровирусов. 

Однако скоро стало ясно, что вирусы группы ЕСНО-10 отли¬ 
чаются от других эховирусов некоторыми важными свойствами, 
среди них — размер вирионов, патогенность для животных, осо¬ 
бенности ЦПЭ и способность к гемагглютинации. Фильтрование 
вирусов ЕСНО-10 через мембранные фильтры показало, что 
они в пять раз крупнее других эховирусов, полиовируса и виру¬ 
са Коксаки [248]. Некоторые штаммы были патогенны для ново¬ 
рожденных мышей и вызывали поражение центральной нервной 
системы (ЦНС), печени и сердца [61, 248]. Для ЕСНО-10 харак¬ 
терен специфический тип ЦПЭ, сопровождающийся формирова- 
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нием внутриклеточных включений. Они способны также зара¬ 
жать первичные клеточные культуры, нечувствительные к дру¬ 
гим эховирусам. Наконец, ЕСНО-10 вызывают агглютинацию 
эритроцитов группы О человека, причем эта реакция предотвра¬ 
щается предварительной обработкой эритроцитов перйодатом 
натрия [247]. 

В 1959 г. Сэбин предложил выделить ЕСНО-10 в новую груп¬ 
пу— реовирусы (от англ, reovirus — respiratory enteric orphan 
viruses). Она имеет следующие отличительные особенности: раз¬ 
мер вириона около 75 нм; характерный ЦПЭ в культуре клеток 
обезьян (формирование включений); патогенность для новорож¬ 
денных, но не для взрослых мышей; способность к гемагглюти- 
нации эритроцитов группы О человека. 

К этой же группе был отнесен ряд вирусов, выделенных в 
50-х гг. от макаков-резусов (SV4, SV12, SV22, SV28 и SV59) 
[239, 247]. 

Правильность выделения специальной группы реовирусов 
стала очевидной, когда в начале 60-х гг. обнаружили уникаль¬ 
ные особенности структуры реовирусной РНК. Сначала заме¬ 
тили, что при окрашивании клеток, зараженных реовирусами, 
акридиновым оранжевым наблюдается флуоресценция в зеленой 
области спектра (ортохроматическая), а не в оранжевой (мета¬ 
хроматическая), характерной для одноцепочечной РНК. Акри¬ 
диновый оранжевый обладает высоким сродством к одноцепо¬ 
чечным нуклеиновым кислотам и окрашивает их метахромати¬ 
чески. Поскольку к тому времени уже было известно, что рео¬ 
вирусы содержат РНК, был сделан вывод, что эта РНК 
двухцепочечная [107]. Дальнейшие исследования показали, что 
реовирусная РНК состоит из комплементарных цепей, образую¬ 
щих двойную спираль (102, 157]. Для нее характерны высокая 
температура плавления и малый температурный интервал дена¬ 
турации, устойчивость к панкреатической рибонуклеазе и иная, 
чем у одноцепочечной РНК, плавучая плотность. Определение 
нуклеотидного состава реовирусной РНК показало, что она 
содержит одинаковое число пуриновых и пиримидиновых осно¬ 
ваний. Двухцепочечный характер реовирусной РНК был под¬ 
твержден также данными рентгеноструктурного анализа 
[16, 102]. 

Другая отличительная особенность реовирусной РНК заклю¬ 
чается в том, что она представлена несколькими сегментами. 
Сегментированность реовирусного генома была впервые уста¬ 
новлена при электронно-микроскопических исследованиях, кото¬ 
рые выявили три класса двухцепочечной РНК (дцРНК), разли¬ 
чающиеся по размеру [105, 319]. Наличие этих классов [боль¬ 
шой (L), средний (М) и малый (S)] было подтверждено резуль¬ 
татами центрифугирования в градиенте плотности сахарозы [28, 
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259] и электрофореза в полиакриламидном геле [331]. Последний 
метод позволил идентифицировать у реовирусов млекопитаю¬ 
щих 10 разных сегментов дцРНК [226]. 


Вирусы 

Классификация 

Реовирусы млекопитающих (ортореовирусы) относятся к од¬ 
ному из шести родов семейства Reoviridae. Три других рода 
(циповирусы, фитореовирусы и фидживирусы) объединяют аген¬ 
ты, патогенные только для насекомых и растений. Представи¬ 
тели двух остальных родов (ротавирусы и орбивирусы) зара¬ 
жают широкий круг млекопитающих, включая человека, и дру¬ 
гих позвоночных. 

Основными отличительными свойствами реовирусов являет¬ 
ся наличие сегментированного двухцепочечного РНК-генома, а 
также некоторые особенности репликации и физико-химических 
свойств (табл. 20.1). Все эти особенности подробно рассмотре- 

Таблица 20.1. Структура и физико-химические свой¬ 
ства реовирусов 


Диаметр ~75 нм 

Икосаэдрическая форма 
Не имеют внешней оболочки 
Имеют наружный и внутренний капсиды 
Устойчивы к органическим растворителям 
Геном 

Представлен десятью сегментами дцРНК 
С каждого сегмента считывается уникальная 
мРНК 
Репликация 

После заражения не происходит раздевания 
(удаляется только наружный капсид) 

В вирионе содержатся все ферменты, необходи¬ 
мые для транскрипции дцРНК 
Весь процесс репликации осуществляется в ци¬ 
топлазме 


ны в последующих разделах настоящей главы. Рота- и орбиви¬ 
русы по размеру близки к реовирусам, но отличаются от них 
строением субъединиц (капсомеров), формирующих внутрен¬ 
нюю и наружную белковые оболочки. Эти отличия отражены 
и в названиях: у орбивирусов капсомеры имеют форму кольца 
(orbis — кольцо), ротавирусы напоминают по форме колесо 
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(rota — колесо). Все они содержат сегментированный двух¬ 
цепочечный РНК-геном, причем у рео- и орбивирусов число сег¬ 
ментов равно 10, а у ротавирусов — И. 

Эта глава посвящена реовирусам млекопитающих. Здесь 
рассмотрены основные особенности их морфологии, физико-хи¬ 
мических свойств, репликации, патогенеза, эпидемиологии и ге¬ 
нетики. Аналогичные сведения о рота- и орбивирусах можно 
найти в литературе. 

Реовирусы широко распространены в природе. Они выделе¬ 
ны от шимпанзе, макаков, африканских мартышек (Cercopithe- 
cus ), коров, мышей, птиц и даже насекомых, а антитела к рео¬ 
вирусам обнаружены у еще более широкого круга животных: 
собак, кошек, кроликов, крыс, лошадей, свиней, овец, верблюдов, 
кур и других птиц, рептилий, рыб и 39 видов сумчатых [127, 240, 
276, 298, 308]. Из проверенных животных только у китов и одно¬ 
проходных не обнаружены ни вирус, ни антитела к нему [298]. 
Вирус найден также в воде проточных и стоячих водоемов и в 
сточных водах [3, 238, 298]. 

Все реовирусы млекопитающих содержат одинаковый ком- 
плементсвязывающий антиген [247]. По результатам реакций 
нейтрализации и торможения гемагглютинации выделяют три 
родственных серотипа реовирусов [239, 240, 247]. Прототипным 
реовирусом типа 1 стал вирус ЕСНО-10 (штамм Lang), ти¬ 
па 2 — вирус, выделенный от ребенка с диареей (штамм Jones), 
типа 3 — вирусы, выделенные от ребенка с диареей (штамм Dea- 
ring) и больного с инфекцией верхних дыхательных путей 
(штамм Abney) [239, 247]. По данным гибридизации РНК ви¬ 
русы серотипов 1 и 3 гомологичны на 70%, а степень гомологии 
между ними и вирусами серотипа 2 составляет лишь 10 % [91, 
180]. Вирусы всех трех серотипов имеют сходную морфологию, 
однако их гомологичные гены и соответствующие им белки не¬ 
сколько различаются по электрофоретической подвижности 
[232, 258]. 

Ротавирусы кур, индюков, уток и других птиц дают пере¬ 
крестные реакции со всеми серотипами реовирусов млекопи¬ 
тающих [62]. Всего выделено 77 штаммов реовирусов птиц. Все 
они дают перекрестные реакции по тесту связывания компле¬ 
мента и преципитации в агаре и разделяются на пять серотипов 
по результатам реакции нейтрализации [142, 143]. 

Реовирусы птиц и млекопитающих различаются по некото¬ 
рым важным биологическим свойствам. Так, реовирусы птиц 
вызывают слияние клеток в культуре, не обладают гемагглюти- 
нирующей активностью [143] и не растут в культуре клеток мле¬ 
копитающих [100, 285, 286]. У вируса штамма Nelson Вау, выде¬ 
ленного от летучей собаки (Petropus poliocephalus ), есть груп¬ 
поспецифический антиген реовирусов млекопитающих; вирус 
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способен размножаться в культуре клеток млекопитающих, вы¬ 
зывая их слияние [93, 94, 341]. 

Морфология 

В составе вирионов реовирусов выделяют внутренний кап¬ 
сид, окружающий дцРНК из 10 сегментов (сердцевина), и на¬ 
ружный белковый слой (наружный капсид) [52, 135]. Сердце- 
вина содержит белки, обеспечивающие транскрипцию и репли¬ 
кацию вирусной РНК. Белок Х2 образует выросты («шипы»), 
тянущиеся от сердцевины до наружной поверхности вириона. 
Наружный капсид построен в основном из белков рЛС и аЗ. Ми¬ 
норный компонент сгі расположен в непосредственной близости 
от шипов, образованных Х2 [133, 159] (табл. 20.2; рис. 20.1). Свой¬ 
ства белков наружного капсида, сердцевины и неструктурных 
белков подробно описаны ниже. 


Таблица 20.2. Белки реовирусов и их локализация в 
вирионе 


Полипептид 

Локализация, : £> 

и 

Сердцевина 

хз 


ц2 

» 

о2 

» 

Х2 

Шипы 

[і\ 

Сердцевина 

li 1C 

Наружный капсид 

аЗ 

» » 

сгі 

» » 

jiNS 

Неструктурный 

aNS 



•) Из работы [76а], с некоторыми изменениями. 


Наружный капсид 

Наружный капсид имеет форму икосаэдра с 12 вершинами 
и осями симметрии 5-го, 3-го и 2-го порядков [189]. Диаметр 
вирионов в фиксированных для электронной микроскопии пре¬ 
паратах составляет 76 нм [175], диаметр же гидратированных 
частиц — 96,4 нм [114]. 

Наружный капсид состоит из субъединиц (капсомеров). Их 
точное число и взаимное расположение определить пока не 
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Рис. 20.1. Поверхностные белки наружного капсида реовирусов (из работы 
[76а] с разрешения авторов). 


удалось. Примерные оценки дают цифры 92 [320], 122—127 [133] 
и 180 [321]. 

Согласно большинству данных, капсомеры представлены 
гексагональными или пентагональными единицами, состоящими 
соответственно из шести или пяти клиновидных субъединиц [215,. 
320, 321]. Предполагают, что диаметр гексагональных единиц 
равен 18—20 нм, а в центре их находится отверстие диа¬ 
метром 4—6 нм [12, 215]. Субъединицы капсомеров в свою оче¬ 
редь состоят из трех более мелких субъединиц [215]. Существует 
и альтернативная модель, согласно которой капсомеры имеют 
форму усеченной пирамиды или цилиндра диаметром 9 нм [175]. 


Сердцевина и шипы 

Сердцевина вириона, как и наружный капсид, имеет икоса- 
эдрическую форму. Диаметр сердцевины в негидратированных 
препаратах составляет 52 нм [175], а в гидратированных — 
70 нм [114]. Сердцевина составлена из субъединиц диаметром 
4 нм [175]. Точное их число неизвестно: к настоящему времени* 
предложены две модели — 42- и 122-субъединичная [199, 175]. 

На каждой из 12 вершин икосаэдра расположены шипы диа¬ 
метром 10 нм, которые на 5—6 нм выступают над его поверх¬ 
ностью (рис. 20.1) [175]. Эти шипы построены из пяти субъеди¬ 
ниц белка Х2 с мол. массой 140 К [228] (табл. 20.2). Монокло¬ 
нальные антитела к Х2 реагируют с интактными вирионами; это* 
говорит о том, что шипы экспонированы на поверхности вири¬ 
она [118]. На фотографиях поверхности интактных вирионов в 
каждой из 12 вершин икосаэдра видны впячивания [215]. По всей 
видимости, эти впячивания соответствуют местам присоедине¬ 
ния шипов сердцевины [133]. 
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Физико-химические свойства 
Плотность 

Плавучая плотность интактных вирионов в градиенте CsCl 
составляет 1,36—1,41 г/мл (разброс, видимо, отражает некото¬ 
рые различия в составе нуклеиновых кислот и в процедуре очист¬ 
ки вируса) [31, 74, 107, 209, 274, 283]. Плавучая плотность серд¬ 
цевин равна 1,43 г/мл [74, 283]. В процессе очистки вируса 
получают около 10% пустых вирусных частиц, не содержащих 
нуклеиновых кислот. Их плавучая плотность составляет 1,28— 
1,30 г/мл, что существенно ниже соответствующих величин для 
интактных вирионов и сердцевин [74, 283]. 

Молекулярная масса 

Молекулярную массу интактного вириона и сердцевины оп¬ 
ределяли исходя из значений относительных коэффициентов 
диффузии, равных соответственно 4,45 -ІО -8 и 6,11 -ІО -8 см 2 /с. 
Мол. масса вириона составляет 129,5- ІО 6 , сердцевины — 52,ЗХ 
ХЮ 6 [74]. Из них в вирионе 109- ІО 6 Да приходится на белки, а 
от 15- ІО 6 до 21,4- ІО 6 Да — на РНК [74, 264]. В сердцевине на 
долю белков приходится 37,3- ІО 6 Да, на долю РНК— 15- ІО 6 Да 
[74]. Следовательно, вирионы реовирусов на 85% состоят из бел¬ 
ков и на 15% из РНК [107]. 

Чувствительность к физическим и химическим воздействиям 

Наружный капсид чувствителен к различным физическим и 
химическим воздействиям. В гипотонических растворах разру¬ 
шается капсомерная структура [12]. Протеазы (например, химо- 
трипсин) [264, 283] и тиоцианат натрия разрушают наружный 
капсид. Сердцевина же очень стабильна и устойчива к обработ¬ 
ке мочевиной, гуанидином, диметилформамидом, диметилсульфо- 
ксидом (ДМСО), додецилсульфатом натрия (ДСН) в умерен¬ 
ных концентрациях [133]. Она устойчива также к действию про¬ 
теаз [264, 283]. Поскольку реовирусы не содержат липидов, они 
не разрушаются при обработке органическими растворителями, 
например эфиром [107, 247, 298]. Вирионы устойчивы к действию 
1%-ной перекиси водорода, 1%-ного фенола, 3%-ного формаль¬ 
дегида; они стабильны в широком интервале значений pH и 
температуры [236, 288, 298, 325]. 

В табл. 20.3 представлены результаты изучения механизма 
действия различных химических и физических инактивирующих 
агентов. При обработке реовирусов типа 2 щелочью (pH 11) из 
наружного капсида удаляется белок аі, при этом на реовирусы 
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Таблица 20.3. Влияние на реовирусы различных химических воздействий 


Воздействие 

Ген, опреде¬ 
ляющий чув¬ 
ствительность 

Изменения свойств вирионов 

биохимические 

ультраструктурные 

pH 11 

S1 

Удаляется аі без изме¬ 

Не обнаружены 



нения плотности 


Гуанидин 

S1 

Повышается плотность 

Агрегация 

1 %-ный ДСН 

S4 

Удаляется аЗ, повыша¬ 

Изменение наруж¬ 



ется плотность 

ного капсида 

55 °С 

S4 

Удаляется аі 

Не обнаружены 

1 %-ный фенол 

М2 

Не обнаружены 

Агрегация 

33 %-ный этанол 

М2 

» » 

» 


*> Данные взяты из работ [65] и [66] с разрешения авторов. 


типа 1 щелочь не действует. Использование различных реассор- 
тантов вирусов показало, что чувствительность к pH 11 связана 
с функцией S1 -сегмента двухцепочечной РНК. Вирусы, содержа¬ 
щие S1 -сегмент типа 3, агрегируют при действии гуанидина в от¬ 
личие от содержащих S1 -сегмент типа 2. В присутствии 1%-ного 
ДСН из наружного капсида реовирусов серотипов 1 и 2 удаля¬ 
ется аЗ. Чувствительность к ДСН и высокой температуре (55 °С), 
по-видимому, определяется геном S4. В растворе, содержащем 
33% этанола или 1% фенола, происходит агрегация реовирусов 
типа 3; этот эффект детерминируется М2-сегментом РНК [65, 
66]. Подобный анализ показывает, что различные физические 
и химические агенты действуют на определенные вирусные 
белки. 

Реовирусы очень устойчивы в аэрозолях, особенно в усло¬ 
виях высокой относительной влажности і[4]. 


Химические свойства вирионных РНК и белков 

Двухцепочечная РНК 

Мы уже говорили, что зараженные реовирусом клетки орто¬ 
хроматически окрашиваются акридиновым оранжевым; это на¬ 
блюдение привело к открытию двухцепочечного РНК-генома 
реовирусов [102, 107]. Об этом же свидетельствовали и все фи¬ 
зико-химические свойства вирионной РНК: высокотемператур¬ 
ный и узкий профиль плавления [57, 103, 259], отличие плавучей 
плотности в градиенте Cs 2 S0 4 от таковой для одноцепочечной 
РНК і[124, 259], устойчивость к ДНКазе и РНКазе I [31, 103, 259], 
чувствительность к РНКазе III, фосфодиэстеразе и микрококко- 
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вой нуклеазе. Нуклеотидный состав РНК характеризовался 
эквимолярным соотношением пуринов и пиримидинов (G = C; 
A = U) [103], что указывало на взаимную комплементарность 
двух цепей РНК. 

Рентгеноструктурный анализ кристаллов РНК реовирусов 
показал, что эта РНК представляет собой правозакрученную 
двойную спираль с 10—11 нуклеотидами на виток и шагом 30 А. 
Угол между плоскостями оснований и осью спирали составляет 
75—80° [15, 16, 157]. 

дцРНК реовирусов сегментирована. Впервые на это указа¬ 
ли данные электронной микроскопии [105, 319], которые вначале 
считали артефактом фиксации. Однако позже существование 
трех разных по размеру классов РНК было подтверждено ре¬ 
зультатами центрифугирования в градиенте плотности сахаро¬ 
зы, хроматографии, электрофореза в полиакриламидном геле [28, 
31, 259, 266]. Коэффициенты седиментации, размер, молекуляр¬ 
ные массы и число нуклеотидов в РНК каждого из трех классов 
представлены в табл. 20.4 [31, 231, 266, 319]. Данные о сегмен- 


Таблица 20.4. Характеристика различных классов дцРНК 


Класс РНК 

Длина, нм 

Коэффициент 

седиментации 

Молекуляр¬ 
ная масса • 10 е 

Число пар 
оснований 

Большой 

1,13 

14S 

2,7 

4 500 

Средний 

0,66 

12S 

СО 

\_ 

2 300 

Малый 

0,38 

10, 5S 

0,6—0,8 

1200 


тированности РНК-генома реовирусов подтверждены и в ряде, 
других исследований, суммированных в табл. 20.5. 


Таблица 20.5. Доказательства сегментированности генома реовирусов 


Наблюдения 

Источник данных 

дцРНК не гибридизуются между собой 

[28, 31] 

С сегментов дцРНК транскрибируются специфические 

[331, 333] 

мРНК 


Обнаружено 20 З'-концов РНК на вирион 

[190] 

Все дцРНК содержат одинаковый 5'-концевой кэп 

[21, 55, 88, 89, 

(m 7 GpppGmpCUA...) 

191] 


Используя электрофорез в полиакриламидном геле, удалось 
разделить реовирусную РНК на 10 сегментов: три больших, три 
средних и четыре малых [224, 227, 266]. Интактные вирионы со- 
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держат все 10 сегментов [266, 352]. Гомологичные сегменты РНК 
у вирусов разных серотипов несколько различаются по разме¬ 
рам, что крайне важно при типировании серотипов гибридных 
реовирусов [232, 258]. 

Сегменты реовирусной РНК состоят из колинеарных и пол¬ 
ностью комплементарных друг другу плюс- и минус-цепей и не 
содержат одноцепочечных участков и «хвостов». Об этом свиде¬ 
тельствует устойчивость РНК к нуклеазе S1, специфичной к од¬ 
ноцепочечным нуклеиновым кислотам [201]. Плюс- и минус-цепи 
РНК можно разделить с помощью электрофореза в агарозе в 
присутствии 7 М мочевины [282]. 

До недавнего времени были известны лишь небольшие фраг¬ 
менты последовательностей дцРНК реовирусов. Так, секвениро- 
вана последовательность из 50—60 нуклеотидов на 5'-конце всех 
мРНК реовируса типа 3, включая инициирующие кодоны [14, 
146—150], т. е. весь участок связывания с 40Э-субчастицей рибо¬ 
сомы. Известна последовательность 50—90 З'-концевых нуклео¬ 
тидов всех мРНК реовируса типа 3 и у некоторых мРНК реови¬ 
русов типов 1 и 2 [14, 92, 170]. Все гены реовируса типа 3 
(штамм Dearing) клонированы в плазмиде pBR322, и опреде¬ 
лена полная последовательность гена S2 [51]. Этот ген длиной 
1329 нуклеотидов имеет первую открытую рамку считывания 
протяженностью в 331 кодон, которая заканчивается четырьмя 
стоп-кодонами TGA. Вторая, более короткая рамка расположена 
между 1020—1272-м нуклеотидами и заканчивается тремя 
TGA -кодонами. Длина первой рамки соответствует белку сг2 
с мол. массой 38 К, кодируемому геном S2 [51]. Белковый про¬ 
дукт второй рамки (85 кодонов) пока не идентифицирован. 

Определена также полная последовательность сегмента S3 
дцРНК реовируса типа 3, который кодирует белок aNS [237]. 
Его длина 1198 нуклеотидов, открытая рамка (366 кодонов) на¬ 
чинается с 28-го нуклеотида. Гомологии между S2 и S3 не вы¬ 
явлено. На основе аминокислотной последовательности aNS, 
определенной по первичной структуре РНК, построена модель 
вторичной структуры этого белка [237]. 

Олигонуклеотиды 

20—30% реовирусной РНК составляет низкомолекулярная 
одноцепочечная РНК (оцРНК) [27—30, 264]. Подобная РНК об¬ 
наружена у реовирусов птиц и млекопитающих, а также в ряде 
хозяйских клеток [28, 29, 145, 264]. оцРНК разделяют на три 
класса [27, 32, 50Ь, 202, 203, 306]. Первый класс составляют оли¬ 
гоаденилаты длиной от 2 до 20 нуклеотидов, присутствующие 
в количестве около 850 копий на вирион и обычно составляющие 
примерно 7з вирусной оцРНК [27, 202, 203]. 5'-концы всех олиго- 
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аденилатов моно-, ди- или трифосфорилированы. Олигоадени¬ 
латы синтезируются на поздних стадиях созревания вирионов, 
что, по-видимому, связано с работой вирусной транскриптазы в 
то время, когда ее /См для АТР выше, чем для других нуклеоти¬ 
дов. При этом транскриптаза функционирует как oligo (А)-по¬ 
лимераза [32, 133, 203, 271]. Фактором, регулирующим транс¬ 
криптазную и poly (А)-полимеразную активности, может быть 
белок наружного капсида рІС. Расщепление рІС химотрипсином 
до фрагмента с мол. массой 69 К активирует транскриптазную 
[271, 307], а до фрагментов 64 К и 60 К — полимеразную [64, 348] 
активности. 

2 /з олигонуклеотидов (2000 копий на вирион) состоят из 2— 
9 нуклеотидов и содержат на 5'-конце Q [27, 32, 202]. Эти 
Б'-О-олигонуклеотиды также синтезируются в созревающем ви- 
рионе, а не в цитоплазме клетки [28]. Их Б'-концевые последова¬ 
тельности аналогичны Б'-концам реовирусных мРНК [116, 202], 
свидетельствуя о том, что они, вероятно, появились в результате 
абортивной транскрипции [14, 92, 146, 147, 170]. РНК-полиме- 
раза образует непрочный комплекс с участком инициации транс¬ 
крипции, и значительное число транскриптов обрывается в самом 
начале [345, 349]. Таким образом, Б'-О-олигонуклеотиды— ко¬ 
роткие абортивные транскрипты, накапливающиеся в вирионе* 
на последнем этапе его созревания :[348]. 

На долю олигонуклеотидов последнего класса приходится 
примерно 10% оцРНК (350 копий на вирион) [202]. Они пред¬ 
ставлены фрагментами из двух — восьми нуклеотидов с неизвест¬ 
ной последовательностью. 

Если эти олигонуклеотиды и выполняют какую-то функцию,, 
то она пока остается неизвестной. Обычно считают, что они 
располагаются внутри сердцевины вириона [БОЬ, 171], хотя на 
этот счет есть и другие данные [114, 133]. Олигонуклеотиды вы¬ 
свобождаются из вириона при формировании субвирусной час¬ 
тицы, после чего кэпируются и метилируются [27, БОЬ, 133]. По¬ 
казано, что олигонуклеотиды не нужны для продуктивной ин¬ 
фекции [БОЬ]. 

Белки 

К концу 60-х гг. было идентифицировано три класса реови¬ 
русных белков, сгруппированных по размерам [171, 283]. Боль¬ 
шие (L) сегменты двухцепочечной РНК кодируют три больших 
белка (1) с мол. массами от 135 К до 155 К. Три «среднеразмер¬ 
ных» РНК кодируют два структурных белка (рі, р2) и один 
неструктурный (pNS) с мол. массами от 70 К до 80 К. Четыре 
малых сегмента РНК кодируют три структурных белка (аі, а2, ; 
аЗ) и один неструктурный (aNS) с мол. массами от 34 К до 42 К 
(табл. 20.6). 


18' 
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Таблица 20.6. Белки реовирусов 


Белок 

Кодирую¬ 
щий сег¬ 
мент ге¬ 
нома 

Молеку¬ 

лярная 

масса 

Содержа¬ 
ние в ви¬ 
рионе, % 

Число 
молекул 
на вирион 

Локализация 

и 

L3 

155 К 

15 

105 

Сердцевина 

и 

L2 

140 К 

11 

90 


із 

L1 

135 К 

<2 

<12 


JLtl 

М2 

80 К 

<2 

20 

» 

jilC 

М2 

72 К 

35 

550 

Наружный капсид 

jul2 

Ml 

70 К 

<2 

<12 

Сердцевина 

•аі 

S1 

42 К 

1 

24 

Наружный капсид 

а2 

S2 

38 К 

7 

200 

Сердцевина 

аЗ 

S4 

34 К 

28 

900 

Наружный капсид 

jmNS 

М3 

75 К 


— 

— (неструктурный) 

aNS 

S3 

36 К 



— (неструктурный) 


Ч Из работы [133] с разрешения авторов. 


Вначале в полиакриламидных гелях удавалось выявить лишь 
часть из 10 реовирусных белков [171, 283]. Совершенствование 
техники электрофореза, включая применение диск-электрофоре¬ 
за в трис - глициновой системе, позволило идентифицировать все 
реовирусные белки [41, 57]. Определены последовательности 
аминокислот на С- и N -концах некоторых капсидных белков 
[220, 244]. 

Локализация полипептидов в вирионе установлена в экспе¬ 
риментах по иодированию поверхностных белков, а также при 
сравнении белкового состава сердцевин вирионов и интактных 
частиц. Обработка химотрипсином в определенных условиях 
приводит к частичному удалению наружного капсида [35, 38, 40, 
130]. Белки аЗ, рІС и аі удаляются последовательно в резуль¬ 
тате ступенчатого расщепления с образованием промежуточных 
продуктов. По-видимому, они являются компонентами наруж¬ 
ного капсида. Именно в эти белки включается метка при иоди¬ 
ровании интактных вирионов (но не сердцевины), и это еще раз 
свидетельствует об их поверхностной локализации [169, 179]. 

Белки наружного капсида 

Белок аі. Наружный капсид реовируса построен в основном 
из трех белков: аі, аЗ и рЛС. Как уже отмечалось в разд. «Мор¬ 
фология», белок Х2, образующий шип на поверхности сердцеви¬ 
ны, также входит в состав наружного капсида. По данным сте- 
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хиометрического анализа в одном вирионе реовируса присутст¬ 
вуют 24 молекулы белка аі (мол. масса 42 К). Они расположены 
попарно в вершинах икосаэдра в непосредственной близости от 
Х2-поверхностных шипов. О пространственной сближенности а 1 
и А,2 свидетельствуют данные о том, что моноклональные анти¬ 
тела против А,2 блокируют связывание антител против а 1 [160]. 
Моноклональные антитела против сгЗ и рЛС не дают такого эф¬ 
фекта [160]. Белок аі обладает рядом важных функций (см. 
ниже). Его наиболее важные свойства суммированы в табл. 20.7. 

Таблица 20.7. Свойства белка аі 


Свойства 

Источник данных 

Гемагглютинин 

[338] 

Антиген для образования вируснейтрализующих анти¬ 

[334] 

тел 


Зависимая от Т-клеток гиперчувствительность замедлен¬ 

[ПО, 246, 336] 

ного типа 


Образование супрессорных Т-клеток 

[83, 110] 

Образование цитотоксичных Т-лимфоцитов 

[79—81, 165] 

Тропность и поражаемые ткани 


дне 

[335, 337] 

Гипофиз 

[212] 

Сетчатка 

[314, 315] 

Другие поражаемые ткани 


Скелетные мышцы 

[316] 

Взаимодействие с микротрубочками клетки-хозяина 

[19, 257] 

Подавление репликации клеточной ДНК 

[254] 


Использование моноклональных антител против аі позволи¬ 
ло выявить в составе этого белка несколько эпитопов или доме¬ 
нов [48, 159, 294]. Таким же способом были определены биоло¬ 
гические функции разных доменов аі. Результаты исследования 
способности реовирусов к гемагглютинации предполагают, что 
аі гликозилирован [95, 163, 164], но прямые подтверждения это¬ 
му отсутствуют [112, 152]. 

р/С и оЗ. Стехиометрический анализ белков рІС и аЗ пока¬ 
зал, что на две молекулы аЗ приходится одна молекула рІС. 
Свободные рІС и аЗ спонтанно формируют комплексы друг с 
другом [123]. рІС (мол. масса 72 К) образуется в результате 
отщепления фрагмента с мол. массой 8 К от N -конца белка рі 
(мол. масса 80 К). В зараженной клетке около 90% свободного 
белка находится в нерасщепленной форме рі, в то время как 
95% белка, связанного с аЗ, представляет собой белок рІС; это 
означает, что расщепление скорее всего происходит при форми¬ 
ровании комплекса рі с аЗ [159]. Предполагается, что 2—4% 
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молекул рЛС гликозилированы [152], а некоторые из них, воз¬ 
можно, и полиаденилированы и/или ADP -рибозилированы [50, 
50а, 133], но эти данные необходимо подтвердить. На поверхно¬ 
сти вирионов рЛС образуют димеры, связанные дисульфидными 
мостиками [283]. Возможно также, что |ы1С образует комплексы 
с оЗ, в которых на один димер pi 1C приходятся четыре молеку¬ 
лы аЗ. Об этом свидетельствует получение моноклональных ан¬ 
тител, которые преципитируют комплекс аЗ— ріІС, но не его ком¬ 
поненты [159]. 

Сравнение триптических гидролизатов белков рЛС, выделен¬ 
ных из разных штаммов реовирусов, показало, что эти белки 
весьма консервативны. Этим рІС отличается от сті и сгЗ, в ко¬ 
торых есть как консервативные, так и вариабельные участки 
[97, 98]. 

Белок рЛС выполняет ряд важных биологических функций 
(табл. 20.8). Именно он определяет чувствительность наружного 


Таблица 20.8. Свойства белков |ХІ С и аЗ 


Свойства 

Источник 

данных 

Белок [А 1C 

[245} 

Определяет степень устойчивости наружного капсида к 

действию протеолитических ферментов 


Определяет способность реовирусов заражать клетки ки¬ 
шечника и распространяться в ЦНС после перорального 

[245] 

введения 

Определяет различную вирулентность в пределах данного 

[122] 

серотипа 

Идуцирует толерантность после перорального введения 

[246] 

Белок аЗ 


Подавляет синтез клеточных РНК и белков 

[255] 

Ответствен за установление персистентной инфекции 

[6] 

Обладает сродством к дцРНК 

[123] 


капсида к протеолизу in vitro [245] и скорость потери инфекци- 
онности после обработки химотрипсином, играет ключевую 
роль и в определении способности реовируса заражать клетки 
кишечника после перорального введения и впоследствии пора¬ 
жать центральную нервную систему [245]. Различия в гене М2 
и соответственно в белке цІС обусловливают различия в нейро¬ 
вирулентности разных штаммов реовирусов одного серотипа [122] 
(см. разд. «Патогенез»). 

Белок аЗ (мол. масса 34 К) вместе с {ПС — это основные 
белки наружного капсида. На поверхности вириона находится 
примерно 900 молекул сгЗ и 450 молекул ріІС. С белком сгЗ тоже 
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связаны некоторые биологические функции. Исследования му¬ 
тантов по гену этого белка (сегмент S4) показали, что его по¬ 
вреждения могут приводить к установлению персистентной 
инфекции в культуре ткани [6]. Удаление сгЗ или его изменение 
при раздевании вириона позволяет вирусной транскриптазе син¬ 
тезировать преимущественно полноразмерные мРНК, а не про¬ 
дукты абортивной транскрипции [17]. 


Белки сердцевины 

Детальная структура главных белков сердцевины (XI, Х2, сг2) 
и минорных белков (ХЗ, pi, р2) пока не определена. По-види¬ 
мому, а2 (38 К) и XI (155 К) образуют комплексы, в которых на 
две молекулы сг2 приходится одна молекула XI [133]. Белок о2 
хуже иодируется в составе сердцевины, чем XI, что указывает 
на его внутреннюю локализацию [339]. Молекулы Х2 образуют 
пентамерные комплексы (мол. масса 140 К), формируя шипы 
сердцевины [228]. Как мы уже говорили, такие шипы распола¬ 
гаются на каждой из 12 вершин икосаэдра. По-видимому, у 10% 
молекул Х2 отщеплен фрагмент с мол. массой 15 К, в результа¬ 
те чего образуется белок Х2С [159]. Назначение подобной мо¬ 
дификации неизвестно. 

В состав сердцевины входит также менее чем по 20 молекул 
белков ХЗ, р2 и рі [41, 186]. Их точная локализация не установ¬ 
лена. 

В вирусной сердцевине найден белок, названный Смитом [283] 
«компонент VIII». Возможно, этот пептид с мол. массой 8000 яв¬ 
ляется продуктом отщепления N -концевого фрагмента рі при 
образовании рЛС [133]. 

Функции основных и минорных белков сердцевины мало 
изучены. Возможно, белки XI и Х2 совместно формируют ката¬ 
литический центр вирусной транскриптазы [198]. Ее компонентом 
может быть и белок ХЗ [64]. Другие детали вирусной реплика¬ 
ции и роль в этом процессе белков сердцевины рассмотрены 
в разд. «Репликация». 

Неструктурные белки 

Анализ вирусных продуктов в цитоплазме зараженных кле¬ 
ток выявил по крайней мере два неструктурных вирусных поли¬ 
пептида: pNS (ранее обозначаемый р0 и р4) и crNS (ранее 
обозначаемый а2А) [57, 353]. Правда, в работе [41] описаны 
шесть неструктурных белков. 50% pNS (мол. масса 75 000) на¬ 
ходится в форме pNSc, которая короче pNS на фрагмент с мол. 
массой 5000 [159]. 

Известна группа мутантов реовирусов с дефектами в гене S3, 
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который кодирует crNS (см. разд. «Генетика»). Это /s -мутанты, 
неспособные синтезировать дцРНК при непермиссивной темпе¬ 
ратуре. В пермиссивных же условиях они успешно синтезируют 
дцРНК, и эта способность сохраняется у них даже при переходе 
в непермиссивные условия. Возможно, функция aNS необходи¬ 
ма на ранних этапах вирусной репликации. 

Белок aNS обладает высоким сродством как к вирусной, так 
и к клеточной оцРНК [296]. При этом он специфически связы¬ 
вается с вполне определенными участками вирусных РНК, а 
также способен связываться с ДНК in vitro [268]. Как и в слу¬ 
чае pNS, функция aNS, роль его связывания с нуклеиновыми 
кислотами остаются неизвестными. 

Ферментативные активности 

Компоненты вирионов и сердцевин реовирусов обладают не¬ 
сколькими типами ферментативной активности (табл. 20.9). 


Таблица 20.9. Ферментативные активности реовирусов 


Активность 

Примечание 

Источник 

данных 

1. дцРНК-зависимая оцРНК- 
полимераза (транскрипта¬ 
за, оцРНК-зависимая 


[20, 34, 101, 
132, 133, 166„ 
265, 277] 

дцРНК-полимераза) 



2. Oligo (А)-полимераза 

Возможно, идентична 1 

[307] 

3, Нуклеозидтрифосфат-фосфо- 
гидролаза (нуклеотидфос- 

Кэпирующий фермент 
(см. табл. 20.11) 

[36, 139] 

фогидролаза) 



За. GTP -зависимый пирофос¬ 
фатный обмен 

Реакция, обратная 3; возмож¬ 
но, тот же фермент 

[322] 

4. Гуанилтрансфераза 

Кэпирующий фермент 
(см. табл. 20.11) 

[262, 86, 901 

5. Метилтрансфераза 1 

Кэпирующий фермент 
(см. табл. 20.11) 

[262, 75] 

6. Метилтрансфераза 2 

7. Полинуклеотидпирофосфа- 

Возможно, клеточный фермент 

[260, 262, 75] 
[279] 

таза 



8. Протеинкиназа 


[153] 





Транскриптаза (РНК-зависимая PHК-полимераза ). Транс¬ 
криптаза реовирусов была впервые обнаружена в 1968 г. [34, 265], 
но до сих пор не выделена в растворимой форме. В составе ви¬ 
рионов этот фермент неактивен, но активируется при нагрева¬ 
нии (34] или под действием химотрипсина (265]. 

Влияние нагревания и протеаз, вероятно, основано на уда¬ 
лении аЗ и других белков наружного капсида, каким-то обра- 
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зом приводящем к активации транскриптазы. Транскриптаза 
реовирусов весьма стабильна, имеет температурный оптимум в 
интервале 47—52 °С {138] и нуждается в двухвалентных катионах 
(например, Мп 2+ ) в качестве кофакторов [101]. В незрелых 
предшественниках вирусных частиц транскриптаза неактивна, 
она активируется ионами К + , растворителями (например, 
ДМСО), кофеином, теофилином, бромдезоксиуридином, TdR и 
изменением температуры [39]. Действуют ли эти агенты непо¬ 
средственно на транскриптазу или каким-то образом изменяют 
частицы-предшественники — неизвестно. 

Транскрипция осуществляется по консервативному механиз¬ 
му: матрицей служит только минус-цепь РНК, и все транскрип¬ 
ты представляют собой плюс-РНК [20, 166, 277]. Транскрипты 
образуют полные гибриды с геномной РНК, которая, следова¬ 
тельно, транскрибируется целиком [277]. Более подробно транс¬ 
крипция описана в разд. «Репликация». Предполагают, что 
транскриптазная активность ассоциирована с сердцевиной ви- 
риона [129], а каталитический центр образован молекулами 
сердцевинных белков АЛ и А,2 [197, 198]. Различия в относитель¬ 
ных количествах разных транскриптов свидетельствуют о при¬ 
сутствии в составе вириона нескольких одновременно функцио¬ 
нирующих молекул транскриптаз, возможно даже по одной мо¬ 
лекуле на каждый сегмент РНК [24]. В ходе транскрипции ге¬ 
номная дцРНК остается в составе сердцевины вириона. Полно¬ 
размерные продукты транскрипции освобождаются из сердце¬ 
вины, вероятно через канал, образуемый белком А,2, который 
формирует шип сердцевины [24, 99]. 

Кэпирующие ферменты. Все стадии кэпирования реовирус- 
ной мРНК детально изучены (табл. 20.10) [76, 86—90, 262]. Ко¬ 
пирование РНК происходит на самых ранних этапах транскрип- 


Таблица 20.10. Механизм кэпирования мРНК реовирусной транскриптазой и 
другими ферментами сердцевины (образование б'-концевой структуры) 


, ~ ^ РНК-полимераза ~ ~ 

1 . pppG-fpppC - ►pppGpC + PPi 


2. pppGpC 


Нуклеотидфосфогидролаза 


■ppGpC-f Pi 


3. pppG-fppGpC 


Гуанилтрансфераза 


4. GpppGpC-f AdoMet ■ 


(Б-аденозил-Ь-метионин) 


-►GpppGpC-f- PPi 

Метилтрансфераза 1 

m 7 GpppGpC + AdoHcy 


5. m 7 GpppGpC+AdoMet 


Метилтрансфераза 2 


(Б-аденозил-Ь-гомоцистеин) 

■m 7 GpppGpmC-f AdoHcy 


*) По данным работы [262] с разрешения авторов. 
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ции и способствует повышению стабильности мРНК [86, 87]. 

Как видно из табл. 20.10, кэпированные б'-концы реовирус- 
ной мРНК состоят из остатка 7-метилгуанозина, связанного 
(5'—5') тремя фосфатными группами с гуаниновым основанием 
[88], за которым, как правило, следует цитозин. Гуанин метили¬ 
рован по положению 2'0 (реакция 5) [89]. Второй этап метили¬ 
рования (2 / -0-метилирование цитозина) может осуществляться 
клеточной цитоплазматической метилтрансферазой [156]. Воз¬ 
можно, некоторые реакции, представленные в табл. 20.10, ката¬ 
лизируются одним ферментом. Предполагают, что белок АЛ 
может быть гуанилтрансферазой (реакция 3) [348], а Я2 — метил¬ 
трансферазой [348]. 

Другие виды ферментативной активности. В вирионах и серд¬ 
цевинах реовирусов обнаружена нуклеозидтрифосфат-фосфо- 
гидролазная активность [36, 139, 322]. Она катализирует от¬ 
щепление неорганического фосфата от различных нуклеотидов^ 
предпочтительно от АТР. Этот же фермент отщепляет фосфат¬ 
ные группы от трифосфорилированных концов полинуклеотидов 
(нуклеотидфосфогидролаза, реакция 2 в табл. 20.10). 

Кристэл и др. [153] обратили внимание на то, что, когда рео- 
вирус реплицируется в присутствии ортофосфата, часть серино¬ 
вых остатков в белке цІС оказываются фосфорилированными.. 
В таком случае реовирусы обладают и какой-то формой проте- 
инкиназной активности. 

В препаратах субвирусных частиц и в лизатах зараженных 
реовирусом клеток (но не в неинфицированных клетках) обна¬ 
ружена полинуклеотид-пирофосфатазная активность [279, 348].. 
Она может быть обусловлена либо вирусным ферментом, либо 
активированным клеточным и, возможно, участвует в образова¬ 
нии монофосфорилированного 5'-конца некэпированной поздней 
реовирусной мРНК [348]. 

Обнаруженный GTP -зависимый обмен пирофосфатов, веро¬ 
ятно, представляет собой реакцию, обратную катализируемой 
нуклеозидтрифосфат-фосфогидролазой, и, по-видимому, осущест¬ 
вляется тем же ферментом [322]. 


Определение концентрации вируса и очистка 
Бляшкообразование 

Реовирусы вызывают цитопатический эффект (ЦПЭ) в 
культуре клеток КВ, HeLa, BS/C-1, Ѵего, СѴ-1 и различных ти¬ 
пов клеток обезьян [24]. Для титрования вируса по его способ¬ 
ности образовывать бляшки, как правило, используют мышиные 
фибробласты L [85]. Суспензию клеток L в среде МЕМ (обычно 
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содержащей 5% сыворотки плода коровы и глутамин) высевают 
на пластиковые чашки с таким расчетом, чтобы клетки обра¬ 
зовали плотный монослой после 12—24 ч инкубации (37 °С, 5% 
С0 2 ). Избыток среды удаляют и добавляют серийные разведе¬ 
ния тестируемых на реовирус проб. После 45—60 мин адсорбции 
при 37 °С и в присутствии 5% С0 2 клетки покрывают слоем ага¬ 
ра (один объем расплавленного агара, смешанный с одним объ¬ 
емом среды 199 двукратной концентрации). Через 72 ч добавляют 
следующий слой агара, а еще через 72 ч — третий, содержащий 
прижизненный краситель нейтральный красный (0,04%). Бляш¬ 
ки имеют вид округлых неокрашенных зон. Морфология бляшек 
зависит от серотипа вируса и клеточной культуры [184]. Так, 
бляшки, образуемые реовирусом типа 3, имеют 2—3 мм в диа¬ 
метре, а у реовирусов типов 1 и 2 они мельче— 1—2 мм. Размер 
бляшек вирусов типа 1 увеличивается, если вместо 5%-ной сы¬ 
воротки плода коровы использовать 0,2%-ный бычий сыворо¬ 
точный альбумин (Neibert, неопубликованные данные). Сходный 
эффект вызывает добавление к культуре химотрипсина и одно¬ 
временное снижение концентрации сыворотки (для уменьшения 
действия сывороточных ингибиторов протеазы) [324]. 

Г емагглютинация 

Реовирусы всех серотипов вызывают агглютинацию эритро¬ 
цитов человека [47], но только вирусы типа 3 агглютинируют 
эритроциты быка [68]. Как показывают генетические исследо¬ 
вания, гемагглютинином реовирусов является поверхностный 
белок сгі [338]. Характер гемагглютинации реассортантных рео¬ 
вирусов, полученных в результате смешанной инфекции виру¬ 
сами типов 1 и 3, определяется природой гена S1. Вирусы, не¬ 
сущие ген S1 типа 3, агглютинируют эритроциты и человека, и 
быка, а несущие ген S1 типа 1—только человека [338]. Пустые 
вирионы содержат вирусный гемагглютинин и способны агглю¬ 
тинировать эритроциты [84]. 

Очистка 

Для получения очищенных препаратов вируса обычно ис¬ 
пользуют суспензионные культуры клеток L. Клетки концентри¬ 
руют осторожным центрифугированием (500—800 об/мин, 
10 мин) до плотности ІО 7 клетка/мл в среде МЕМ или растворе 
Пака. При заражении используют вирус в концентрации 5— 
10 инфекционных единиц на клетку. Адсорбцию ведут в течение 
1 ч при комнатной температуре или при 33 °С. Если адсорбция 
проводится при 37°, выход вируса снижается [133, 283]. Затем 
суспензию разбавляют до концентрации 5- ІО 5 клетка/мл и ин- 
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кубируют при 33 °С. Максимальный выход вируса достигается 
через 72—96 ч после заражения. 

По завершении инкубации клетки разрушают с помощью 
ультразвука и последующей обработки детергентом. Можно ис¬ 
пользовать также гомогенизацию во фреоне [28, 31, 259, 283]. 
Для окончательной очистки обычно используют зональное ско¬ 
ростное центрифугирование в градиенте плотности сахарозы 
(20—40%) [283], а затем равновесное центрифугирование в гра¬ 
диенте плотности CsCl. Центрифугирование в сахарозном гра¬ 
диенте можно и не проводить и наносить водную фазу после 
экстракции фреоном сразу на градиент CsCl. Для хорошей 
очистки достаточно провести центрифугирование в течение 3— 
12 ч при 23 000 об/мин в роторе Beckman SW27. Весь нанесен¬ 
ный материал разделяется на две полосы: верхнюю (1,30 г/мл, 
верхний компонент), содержащую пустые частицы, и нижнюю 
(1,36 г/мл), состоящую из интактных вирионов. Очищенный пре¬ 
парат (или препараты) отбирают и диализуют против буфер¬ 
ного раствора следующего состава: 0,15 М NaCl, 0,015 М MgCl 2 , 
0,01 М трис, pH 7,4. Из суспензии, содержащей 2,5* ІО 8 клеток, 
удается получить ІО 13 — ІО 14 вирусных частиц. 

Соотношение между числом частиц 
и числом бляшкообразующих единиц 

Как показывает анализ соотношения между оптической 
плотностью суспензии вируса и содержанием вирусных белков, 
£> 260 = 1 соответствует 2,1 -ІО 12 вирусных частиц, или 185 нг бел¬ 
ка [283]. Отношение числа частиц к числу бляшкообразующих 
единиц обычно составляет 50:1—200:1, хотя иногда удается 
получить величины 1 : 1—2: 1, используя, например, активацию 
химотрипсином [291, 325]. 

Инактивация 

При облучении УФ-светом реовирусы утрачивают инфекци- 
онность, хотя описаны и случаи реактивации [183, 234]. Инфек- 
ционность снижается и под действием некоторых красителей,, 
например нейтрального красного [120]. 


Репликация 

Адсорбция 

Адсорбцию реовирусов обычно изучают, используя концен¬ 
трированную суспензию клеток L (ІО 7 клетка/мл) в растворе 
Пака, содержащем 0,02 М Mg 2+ и 1 % сыворотки плода коровьи 
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В этих условиях процесс протекает довольно быстро: около 50% 
вируса адсорбируется за первые 15 мин инкубации, 60—80% — 
в течение часа [229, 269]. 

Скорость адсорбции при 4° и при 37 °С почти не различается. 
При низкой температуре вирус не проникает в клетку до тех 
пор, пока температуру инкубационной смеси не повысят да 
37 °С. Таким образом, адсорбция при 4°С позволяет синхрони¬ 
зировать заражение [60, 269]. Подсчитано, что в оптимальных 
условиях на одной клетке могут адсорбироваться 5* ІО 4 вирионов 
с константой адсорбции 2,5* ІО -9 см 3 /мин на 1 клетку [130, 131]. 


Проникновение вируса в клетку 

Как показывают электронно-микроскопические исследования,, 
проникновение вируса в клетку осуществляется путем фагоци¬ 
тоза («виропексис») [13, 60, 269]. Отдельные частицы или груп¬ 
пы частиц обнаруживаются внутри фагоцитарных вакуолей 
уже через 15 мин после проникновения [269]. Эти вакуоли миг¬ 
рируют к центру клетки, где они сливаются с лизосомами. В те¬ 
чение часа после проникновения 80% всех вирусных частиц 
оказывается внутри лизосом [269]. 

Адсорбция и проникновение реовирусов, вероятно, идентичны 
процессу рецепторного эндоцитоза, который характерен для 
самых разных лигандов, включая липопротеины и гормоны. Во 
многих случаях лиганд, связанный со специфическим рецепто¬ 
ром, мигрирует к определенным участкам клеточной мембраны 
(«окаймленные ямки»), а затем оказывается внутри клетки в 
особых пузырьках, одетых белком клатрином (окаймленные 
клатрином пузырьки). 

В случае реовирусов главную роль в их связывании с клет¬ 
кой играет поверхностный белок сгі (см. разд. «Патогенез»). 
Природа клеточного рецептора реовирусов неизвестна. Все се¬ 
ротипы реовирусов конкурируют между собой за одни и те же 
рецепторы L -клеток [160] и, возможно, эритроцитов человека [47]. 
С другой стороны, с клетками эпендимы способны связывать¬ 
ся только реовирусы типа 1 [310]. Неодинаковая тканевая троп- 
ность разных серотипов реовирусов определяется природой бел¬ 
ка сгі и распределением его рецепторов на клетках различных 
тканей. 

Реовирусы могут проникать в клетку-хозяина и другим пу¬ 
тем. При обработке реовирусов химотрипсином удаляется зна¬ 
чительное количество белков наружного капсида (аі, аЗ, рЛС) 
[35, 37, 38, 40]. Образующиеся при этом субвирусные частицы по- 
прежнему способны проникать в L -клетки; при этом они не попа¬ 
дают ни в окаймленные пузырьки, ни в лизосомы [37]. После про¬ 
никновения в клетку транскриптаза таких частиц активируется т 
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начинается нормальный цикл инфекции [35, 37, 38, 40]. По данным 
работ [35, 40] in vitro белок al в субвирусных частицах отсутству¬ 
ет. Если это верно, то частицы могут проникать в клетки и 
каким-то другим, необычным путем, отличающимся от «рецеп¬ 
торного эндоцитоза»; значение этого второго пути инфекции 
остается неизвестным. 

Раздевание 

Раздевание вирусных частиц в лизосомах начинается через 
20—30 мин после проникновения и завершается в течение 2— 
3 ч [54, 269]. Это пассивный процесс, он не связан с белковым 
синтезом [60, 272], но зависит от температуры. При 37 °С разде¬ 
вание идет в три раза быстрее, чем при 20°, а при 4°С практи¬ 
чески останавливается [269]. 

При раздевании удаляется около 50% белков наружного 
капсида [54, 270—272], причем белки сгі и аЗ удаляются почти 
полностью. От белка рЛС отщепляется фрагмент с мол. массой 
8000, после чего остается так называемый 6-белок (мол. масса 
64 000) [54, 272]. 

Одинаковы ли последовательности стадий раздевания рео- 
вируса в лизосомах и при обработке его in vitro химотрипсином, 
не вполне ясно [35, 38, 40]. В последнем случае при определен¬ 
ных условиях происходят последовательное удаление белков аЗ, 
рІС и аі и активация вирусной транскриптазы в момент дегра¬ 
дации цІС [130, 272]. 

Транскрипция 

Часть раздетых вирусных частиц остается в лизосомах в те¬ 
чение всего цикла инфекции [37, 60, 269]. Сведения о том, какой 
вирус запускает инфекцию, — оставшийся в лизосомах или по¬ 
кинувший их, — противоречивы. Присутствие в лизосомах кис¬ 
лых фосфатаз и рибонуклеаз и отсутствие в них нуклеозидтри- 
фосфатов делает «внутрилизосомную модель» маловероятной. 
Данные о том, что раздетые частицы могут проникать в клетки, 
минуя рецепторный путь, косвенно свидетельствуют в пользу 
того, что аналогичная возможность существует и для частиц 
внутри лизосом [37, 273, 348]. 

Основные свойства реовирус-ассоциированной транскрипта¬ 
зы (дцРНК-зависимой оцРНК-полимеразы) описаны выше. Ин¬ 
тактные вирионы не синтезируют полноразмерных транскрип- 
тов, они способны лишь к синтезу олигонуклеотидов — продук¬ 
тов абортивной транскрипции [345, 346]. Активация полноценной 
транскрипции требует предварительных изменений в наружном 
капсиде — удаления белка оЗ и отщепления фрагмента от рЛС 
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с образованием белка б [130]. Генетические исследования пока¬ 
зывают, что ген L1, кодирующий белок АД определяет оптимум 
pH реовирусной транскриптазы [64], а ген М2 (он кодирует бел¬ 
ки р,1— рІС) —условия, в которых химотриптическое расщепле¬ 
ние активирует транскриптазу [64]. Модификация или удаление 
сердцевинных шипов, образуемых белком АД ведет к подавлению 
транскрипции [197, 339]. Транскриптазная реакция идет строго 
по консервативному механизму, и обе родительские цепи дцРНК 
остаются внутри раздетых субвирусных частиц; ни одна из 
них не обнаруживается среди продуктов транскрипции [20, 
166, 250, 273, 274, 277]. Транскрибируются лишь минус-цепи всех 
десяти сегментов дцРНК реовирусов [20, 134, 261, 277]. Транс¬ 
крипция идет до конца, в результате чего синтезируются полно¬ 
размерные копии каждого генного сегмента [20, 117, 125, 126, 
262, 277]. Оценки скорости транскрипции сильно варьируют: от 
2 до 60 нуклеотидов в 1 с [20, 24, 277]. Предполагается, что эти 
оценки относятся к скорости транскрипции непосредственно 
после инициации, элонгация же осуществляется медленнее [133], 
и именно она является лимитирующей стадией транскрипции 
[346, 349]. 

Копирующие ферменты активируются вместе с транскрипта¬ 
зой, но работают независимо от нее [86—90, 262, 346]. Последо¬ 
вательность реакций, ведущих к образованию кэпов, описана 
выше. 

Транскрипция инициируется не сразу со всех сегментов 
дцРНК. Ранняя транскрипция начинается в родительских раз¬ 
детых субвирусных частицах [54, 272] и ведет к появлению копи¬ 
рованных мРНК, кодирующих белки АЛ, АД ХЗ, а2 и pNS. Ран¬ 
ние мРНК обнаруживаются через 2 ч после заражения; их кон¬ 
центрация достигает максимума к 6—8 ч и падает ниже мини¬ 
мального регистрируемого уровня к 12 ч [131, 269, 348, 351]. 

Транскрипция остальных сегментов дцРНК осуществляется 
в дочерних вирионах. Образующиеся при этом поздние мРНК 
некэпированы [280, 281, 350]. Поздняя мРНК появляется спустя 
4—6 ч после заражения, достигает максимального уровня к 12 ч, 
а затем ее количество снижается [154, 332, 333]. 

Точная последовательность этапов репликации и транскрип¬ 
ции до сих пор не установлена. Субвирусные частицы сна¬ 
чала, по-видимому, работают как «репликазные частицы», а 
вскоре после завершения синтеза дцРНК становятся «транс¬ 
криптазными частицами». Репликация протекает асинхронно. 
Родительские субвирусные частицы содержат минус-РНК-мат- 
рицы, на которых синтезируются плюс-цепи, участвующие в ре¬ 
пликации [78, 287]. Минус-цепь дцРНК синтезируется на мат¬ 
рице предварительно синтезированной плюс-цепи [2, 249, 250]. 
Процесс идет в направлении б'-^З' и начинается от единствен- 
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Таблица 20.11. Частота трансляции и транскрипции реовирусных генов 1 ) 


Ген 

Белок 

Относительная 

частота 

транскрипции 

Относительная 

частота 

трансляции 

L1 

и 

1 

0,6 

L2 

и 

1 

3 

L3 

и 

1 

2 

Ml 

\х2 

3 

0,6 

М2 

мл 

6 

20 

М3 

juNS 

10 

10 

S1 

СГІ 

10 

1 

S2 

сг2 

10 

4 

S3 

aNS 

20 

6 

S4 

аЗ 

20 

14 


’*) Из работы [132] с разрешения авторов. 


ной точки [249]. Его инициация (но не элонгация) зависит от 
белкового синтеза [154, 262, 332, 333]. Синтезированная минус- 
цепь остается связанной с комплементарной плюс-цепью [249]. 
Вирусная репликаза обеспечивает лишь один раунд синтеза 
минус-цепи [351]. 

По-видимому, плюс-цепи сегментов дцРНК, предназначенные 
для репликации вирусного генома, появляются даже раньше, 
чем ранние копированные мРНК [158, 208, 332]. Эти одноцепо¬ 
чечные транскрипты двухцепочечных сегментов L1, М3, S3 и S4 
называют предранними мРНК [348]. Интересно отметить, что 
шменно эти четыре гена — единственные транскрибирующиеся 
гены реовирусов птиц в непермиссивных для них клетках L [285]. 
Для инициации транскрипции остальных шести сегментов 
дцРНК необходим предварительный синтез вирусных белков, 
но не репликация вируса [64, 285, 287, 332]. В норме через 6 ч 
после заражения уже транскрибируются все сегменты дцРНК 
[208, 352]. Простейшее объяснение состоит в том, что вирусная 
транскриптаза способна транскрибировать лишь сегменты L1, 
М3, S3 и S4, а для транскрипции остальных требуется синтез 
одного из продуктов этих генов. Однако этому противоречат ре¬ 
зультаты исследования вирусной транскриптазы in vitro, соглас¬ 
но которым фермент способен транскрибировать все 10 сегмен¬ 
тов [272]. Другая гипотеза предполагает, что существует хозяй¬ 
ский белок — репрессор транскрипции шести поздних генов и 
дерепрессия осуществляется одним из ранних продуктов вирус¬ 
ной трансляции [158, 208, 263, 348]. 

Хотя в интервале от 6 до 13 ч после заражения транскриби¬ 
руются все сегменты дцРНК, число копий разных транскрип- 
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тов существенно различается (табл. 20.11). Наблюдается обрат¬ 
ная корреляция между частотой транскрипции и размером 
сегмента [132, 352]. 

Формирование новых сегментов дцРНК происходит во вновь 
образующихся сердцевинах вирионов, где они и остаются [2]. 
В зараженных клетках никогда не обнаруживают ни свободных 
дцРНК, ни свободных минус-РНК. Каков механизм, обеспечи¬ 
вающий попадание в вирион ровно десяти разных сегментов 
дцРНК, — неизвестно. Предполагается, что в этом процессе уча¬ 
ствует РНК-связывающий белок aNS (106, 123]. Еще одним 
аргументом в пользу этого предположения являются особенно¬ 
сти is -мутантных вирусов, дефектных по гену S3, кодирующему 
cNS. Они не способны синтезировать дцРНК при непермиссив¬ 
ной температуре [232а]. 

Трансляция 

Вскоре после заражения реовирусом постепенно снижается 
синтез белков клетки-хозяина [69, 104] и нарастает синтез ви¬ 
русных белков. К началу 10-го часа большинство синтезируе¬ 
мых белков — вирусные [319, 352]. 

Механизм доминирования вирус-специфической трансляции 
неизвестен. Клеточные мРНК, как и ранние вирусные РНК, кэ- 
пированы. Все вирусные мРНК содержат на конце pppG, кото¬ 
рый может быть кэпирован [22] (табл. 20.10). В определенный 
момент инфекции происходит переключение трансляции с кэпи- 
рованных мРНК на некэпированные [279]. В этой связи любо¬ 
пытно отметить, что копированные мРНК не транслируются в 
бесклеточных экстрактах зараженных реовирусом клеток L 
[284). 

Поскольку все поздние вирусные РНК некэпированы, такое 
переключение ведет к их преимущественной трансляции. Меха¬ 
низм этого переключения неизвестен. Предполагали, что инак¬ 
тивируется клеточный кэпсвязывающий белок, который необхо¬ 
дим для начала трансляции кэпированных мРНК [348]. Анти¬ 
тела против этого белка подавляют синтез полипептидов с кэ¬ 
пированных мРНК и не влияют на трансляцию некэпированных 
[284]. С другой стороны, возможно, для трансляции некэпиро¬ 
ванных мРНК необходим особый вирусный белок [348]. Следует 
заметить, что в одной из работ наблюдалась одновременная эф¬ 
фективная трансляция кэпированных и некэпированных мРНК 
в зараженных реовирусом клетках [63]. В чем причины разли¬ 
чий результатов этой работы и других исследований — неясно. 

В зараженных клетках реовирусная мРНК связана как с 
большими, так и с малыми полисомами. В составе больших поли¬ 
сом мРНК находится в комплексе с капсидными белками 
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(RNP -комплекс); мРНК малых полисом свободна от вирусных 
белков [329, 330]. 

Точное число полипептидов, синтезирующихся в зараженных 
клетках, неизвестно. Первые работы, в которых сообщалось о 
восьми видах полипептидов [28, 108, 109, 187, 188, 352, 353], были 
затем дополнены в результате применения диск-электрофореза 
высокого разрешения. Кросс и Филдс [57] обнаружили 11 поли¬ 
пептидов, один из которых (рЛС) является продуктом расщепле¬ 
ния другого (рЛ), а Бот и др. [41]— 16. 

Для каждого из 10 сегментов реовирусной РНК четко иден¬ 
тифицированы только одна мРНК и один первичный продукт 
трансляции. Однако наличие альтернативных открытых рамок 
считывания в некоторых генах реовирусов позволяет полагать, 
что существуют и другие мРНК и белковые продукты. Выявлено 
восемь дискретных первичных структурных белков (XI, Х2 У ХЗ, 
рі, р2, огі, а2, сгЗ) и два неструктурных (pNS и crNS). Некоторые 
из них расщепляются, что ведет к образованию дополнительных 
классов полипептидов. В частности, происходят следующие рас¬ 
щепления: |iiNS->pNSC, рЛ -> рЛС, Х1-+Х1С, X2-+X2C. Как мы 
уже отмечали, еще одним источником полипептидов могут быть 
белки, которые синтезируются с альтернативных мРНК, исполь¬ 
зующих другие рамки считывания. Дальнейшие детали, касаю¬ 
щиеся отдельных полипептидов реовирусов, можно найти в разд. 
«Вирусы». 

Для каждого из сегментов дцРНК выявлена соответствующая 
мРНК [82, 131, 252] и идентифицирован белковый продукт как 
с помощью опытов по трансляции in vitro [167, 186], так и на 
основании генетического картирования І[200а]. 

Количество каждого из синтезируемых белков зависит от 
нескольких факторов. Во-первых, как мы отмечали, скорости 
транскрипции разных сегментов дцРНК существенно различа¬ 
ются [132]. Это приводит к различиям в относительных количе¬ 
ствах разных классов мРНК и в свою очередь — к различиям в 
количествах вирусных белков [158, 352]. Во-вторых, эффектив¬ 
ность трансляции разных мРНК неодинакова [132]; это касается 
как зараженных клеток, так и бесклеточной системы трансля¬ 
ции [28, 108, 109, 167, 187, 188, 278, 281, 352, 353]. 

Различия в эффективности трансляции разных мРНК, веро¬ 
ятно, обусловлены наследуемыми особенностями их структу¬ 
ры [348]. мРНК различаются и по их способности конкурировать 
за компоненты аппарата трансляции [44, 45, 323, 348]. 

Сборка и освобождение вирионов 

Подробности сборки реовирусов и их высвобождения из 
клетки изучены недостаточно. В зараженной клетке выявлены 
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различные типы субвирусных частиц с разной плавучей плот¬ 
ностью в CsCl и коэффициентом седиментации [194—196, 351, 
354]. Сообщалось также об обнаружении незрелых вирионов в 
клетках, зараженных /5-мутантами групп В и G [78, 194]. 

Как мы уже говорили, репликация, по-видимому, заканчи¬ 
вается на ранних стадиях инфекции. Синтез дцРНК осущест¬ 
вляется в субвирусных частицах («репликазные частицы») с 
плотностью в CsCl 1,34 г/см 3 , которые содержат плюс-оцРНК и 
полимеразную активность, осуществляющую транскрипцию 
оцРНК с образованием дцРНК. Скорее всего, когда синтез 
дцРНК заканчивается, эти частицы претерпевают какие-то струк¬ 
турные изменения, после чего начинают активно синтезировать 
мРНК, кодирующие вирусные полипептиды («транскриптазные 
частицы»). Затем происходит самосборка вириона с образова¬ 
нием икосаэдрического наружного и внутреннего капсидов (см. 
разд. «Вирусы»). Механизм включения десяти сегментов дцРНК 
в формирующуюся сердцевину вириона пока не установлен. Пос¬ 
ле лизиса из клетки высвобождаются зрелые вирусные части¬ 
цы. Причины лизиса клеток также неизвестны. 


Изменения, вызываемые вирусом 
в зараженных клетках 

Образование включений и влияние на цитоскелет 

В клетках, зараженных реовирусами, появляются характер¬ 
ные цитоплазматические включения, именуемые «вирусные фаб¬ 
рики» (рис. 20.2, Л) [107]. Это хорошо различимые при фазовом 
контрастировании зернистые образования, которые скапливают¬ 
ся в цитоплазме, агрегируют и перемещаются к ядру. Затем из 
них формируются плотные перинуклеарные включения, увели¬ 
чивающиеся в размере по ходу инфекции [107]. Динамика обра¬ 
зования включений была подробно изучена в случае нейронов 
ЦНС животных, зараженных реовирусом типа 3 [178, 326]. Для 
этого фиксированные клетки окрашивали конго красным [178] 
или флоксинтартразином Лендрума [162]. На ранних стадиях 
заражения нейронные включения выглядят как мельчайшие 
гранулы, разбросанные по перикариону. Потом они увеличива¬ 
ются в размерах, образуя дискретные округлые, овальные или 
продолговатые тельца. На поздних стадиях заражения эти тель¬ 
ца почти целиком заполняют цитоплазму и дендриты, оставляя 
свободным ядро — единственную различимую внутриклеточную 
структуру [178]. Образование включений замедляется при по¬ 
ниженной температуре (31 °С) [78]. Для каждой линии клеток 
характерна своя динамика формирования включений [78, 235]. 
19* 
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Геномный сегмент, 
кодирующий белки 
наружного капсида 
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Рис. 20.2. А. Вирусные антигены в клетках СѴ-1 через 48 ч после заражения 
реовцрусом типа 3. Клетки окрашивали кроличьей сывороткой против реови- 
руса, а затем козьими антителами к иммуноглобулинам кролика, конъюгиро¬ 
ванными с флуоресцеином. Цитоплазматические включения имеют вид много¬ 
численных округлых белых пятен. Размер включений тем больше, чем ближе 
они расположены к ядру. Масштаб — 20 мкм. Б. Электронная микрофотография 
области клетки СѴ-1, зараженной реовирусом типа 3, которая содержит вирус¬ 
ные включения. Увеличение 5250. (Из работы [257] с разрешения авторов.) 


Включения содержат дцРНК [107, 270], вирусные полипепти¬ 
ды [78, 290], зрелые и незрелые вирусные частицы [13, 60, 107, 
128, 188]. Последние часто образуют кристаллические скопления 
(рис. 20.2, Б) [13, 60, 78, 107, 128, 290]. В состав вирусных фабрик 
рибосомы не входят: для трансляции вирусные мРНК должны 
покидать фабрики, а новосинтезированные полипептиды — воз¬ 
вращаться обратно для сборки вирионов. 

Непосредственно через вирусные фабрики проходят микро¬ 
трубочки [59, 257], покрытые вирусными белками [19]. Вирионы 
реовирусов связываются с микротрубочками in vitro, возможно 
с помощью белка аі [19]. Несмотря на это, трубочки не явля¬ 
ются необходимыми для продуктивной инфекции (по крайней 
мере in vitro): обработка зараженных клеток колхицином не 
снижает выхода вируса [289]. При этом в клетках не образуются 
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характерные перинуклеарные включения, а вместо этого оста¬ 
ются мелкие периферические тельца [289]. 

По данным иммуноцитохимического анализа в зараженных 
реовирусами клетках наблюдается последовательное разруше¬ 
ние виментиновых промежуточных филаментов [257]. Пучки 
этих филаментов проходят между микротрубочек внутри вирус¬ 
ных фабрик и тесно связаны с вирионами [59, 257]. Предпола¬ 
гают, что виментиновые филаменты участвуют в организации 
фабрик и, следовательно, в репликации вируса [256, 257]. Имен¬ 
но повреждениями и реорганизацией промежуточных филамен¬ 
тов, возможно, и обусловлены изменения формы зараженных 
клеток, характерные для ЦПЭ реовирусов [256]. 


Изменения клеточного метаболизма, вызванные вирусом 

Через 8—10 ч после заражения клеток реовирусом типа 3 
наблюдается подавление синтеза ДНК [69—71, 104, 267], при¬ 
чем синтез блокируется на стадии инициации [70, 112, 113], 
поскольку не происходит ни заметной деградации ДНК, ни из¬ 
менений в ДНК-полимеразе [70]. Морфологические изменения, 
коррелирующие с подавлением синтеза ДНК, заключаются в де- 
компактизации конденсированного хроматина в ядре, а затем 
в агрегации гетерохроматина и смещении его к периферии 
ядра [53]. 

Подавлять синтез ДНК способны и реовирусные частицы, 
инактивированные УФ-светом, но ни «пустые» капсиды (верх¬ 
ний компонент градиента), ни сердцевины такого эффекта не 
вызывают [155, 267.] Вначале предполагали, что подавление 
синтеза ДНК связано с вирусными белками crNS или аЗ. Для 
них обоих характерно высокое сродство к ДНК в определенных 
(но не во всех [123]) условиях in vitro [268]. Важный вклад в 
решение проблемы ингибирования синтеза ДНК внесли генети¬ 
ческие исследования. Известно, что реовирус типа 3 подавляет 
синтез ДНК в клетках L, а типа 1 — нет. Это обстоятельство по¬ 
зволило картировать ген, ответственный за подавление, исполь¬ 
зуя реассортанты реовирусов, которые содержали различные 
комбинации генов двух указанных реовирусов. Этот подход по¬ 
казал, что способность подавлять синтез ДНК связана с белком 
сгі (вирусный гемагглютинин), который кодируется геном 
S1 [254]. 

Реовирусы разных серотипов различаются по своей способ¬ 
ности подавлять синтез клеточных РНК и белков [104, 154, 255, 
352]. Так, вирус типа 2 ингибирует белковый синтез в монослое 
клеток L гораздо более эффективно, чем типов 1 и 3 
(рис. 20.3) [255]. 
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Ріис. 20.3. Синтез белка в клет¬ 
ках линии L после заражения 
реовирусами типов 1, 2 и 3. 
L -клетки мыши (почти сплош¬ 
ной монослой) заражали с эф¬ 
фективностью 80 БОЕ на клет¬ 
ку реовцрусами типа 1 (темные 
кружки), 2 (треугольники) и 3 
(квадратики). Через 5, 16 и 24 ч 
после заражения клетки поме¬ 
щали в безметиониновую мини¬ 
мальную среду Игла, содержа¬ 
щую 1 мкКи/мл [ 35 S]-MeTHOHH- 
на. Клетки инкубировали 0,5 ч 
при 37 °С, после чего определя¬ 
ли включение метки. Контролем 
служил неинфицированный мо¬ 
нослой L -клеток (светлые круж¬ 
ки). (Из .работы [255] с разре¬ 
шения авторов.) 


Реовирус типа 2 подавляет также и синтез РНК. Этот эффект 
проявляется почти одновременно с подавлением белкового 
синтеза [255]. Действие вирусов типов 1 и 3 в этом случае вы¬ 
ражено слабее. Изучение реассортантов реовирусов показало, 
что за подавление синтеза клеточных белков и РНК ответствен 
сегмент вирусной РНК S4, который кодирует белок аЗ [255]. 
Механизм его действия неизвестен, хотя установлена способ¬ 
ность аЗ связываться с РНК. Возможно, наблюдаемый эффект 
обусловлен связыванием этого белка с клеточными рРНК, мРНК 
или тРНК [255]. Для его проявления необходима репликация 
вируса, а белок аЗ должен присутствовать в заметных количе¬ 
ствах [255]. 


Патогенез 

Патогенность — это способность вируса вызывать заболева¬ 
ние. Патогенность проявляется в результате последовательных 
взаимодействий между вирусом и организмом хозяина. Основ¬ 
ные этапы этих взаимодействий перечислены ниже, а затем об¬ 
суждены в самостоятельных разделах. Различные стороны ин¬ 
дуцированных вирусом повреждений клетки мы уже описывали. 

Итак, патогенность реовирусов проявляется в результате 
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— заражения хозяина; 

— первичной репликации; 

— распространения вируса по организму; 

— клеточной и тканевой тропности; 

— иммунного ответа организма; 

— повреждения клеток; 

— персистентной инфекции. 


Заражение хозяина 

В природе реовирусы существуют в первую очередь как ки¬ 
шечные вирусы. В экспериментальных условиях заражение мо¬ 
жет осуществляться разными способами: путем введения ино¬ 
кулята в мозг, глаз, спинной мозг, внутримышечно, внутрибрю¬ 
шинно, перорально, в кровоток (внутривенно). Патогенность 
кишечных вирусов исходно определяется их способностью 
выдерживать химические (кислота, желчь, пищеварительные 
ферменты) и иммунологические (секреторные иммуноглобулины 
класса А) воздействия среды желудочно-кишечного тракта. Рео¬ 
вирусы типов 1 и 3 ведут себя по-разному при пероральном вве¬ 
дении мышатам-сосункам. Если реовирус типа 1 хорошо раз¬ 
множается в кишечнике, то титр вируса типа 3 резко падает. 
Способность эффективно размножаться в кишечнике сохраняют 
лишь те реассортанты, которые содержат сегмент РНК М2 ти¬ 
па 1. При этом природа остальных сегментов для проявления 
этого признака несущественна [245]. 

При изучении инфекционности реовирусов in vitro после об¬ 
работки химотрипсином оказалось, что титры реовирусов типа 1 
не падают в отличие от реовирусов типа 3, инфекционность ко¬ 
торых уменьшается на четыре порядка. Резистентность реассор- 
танта к химотрипсину также связана с природой сегмента РНК 
М2: вирусы, содержащие М2 типа 1, не теряют инфекционности 
после обработки химотрипсином, у вирусов же, содержащих М2 
типа 3, инфекционность уменьшается на 3—4 порядка 
(рис. 20.4) [245]. 

Сегмент М2 кодирует белок рЛ/рЛС, расположенный на по¬ 
верхности вирионов. По данным генетических исследований 
именно он играет ключевую роль в определении способности 
реовируса размножаться в тканях кишечника после перораль¬ 
ного введения и в устойчивости вируса к обработке протеазами. 
Хотя до сих пор нет прямых данных о том, что разная устойчи¬ 
вость реовирусов к кишечным протеазам in vivo коррелирует со 
способностью разных серотипов к размножению, эта возмож¬ 
ность кажется весьма привлекательной. 

После перорального введения реовирусы типов 1 и 3 связы¬ 
ваются с клетками микроворсинок кишечника, покрывающими 
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Рис. 20.4. Уменьшение титра различных штаммов вируса после обработки хи- 
мотрипоином в присутствии Cs + . Указано происхождение сегментов генома, ко¬ 
дирующих три полипептида наружного капсида. (Из работы [245] с разреше¬ 
ния авторов.) 


пейеровские бляшки [342, 343] (рис. 20.5). Эти клетки (М-клет- 
ки) представляют собой специализированные эпителиальные 
клетки, осуществляющие транспорт макромолекул из просвета 
кишечника в межклеточное пространство (33, 213, 214]. Реовирус 
типа 3 в отличие от вируса типа 1 способен также адсорбиро¬ 
ваться на всасывающих клетках кишечника и проникать в них 
путем эндоцитоза [42, 342]. Реовирусы типов 1 и 3 после зара¬ 
жения последовательно обнаруживаются сначала на поверхно¬ 
сти М-клеток, затем в составе внутриклеточных пузырьков, в 
межклеточном пространстве между М-клетками и мононуклеар¬ 
ными клетками слизистой и наконец на поверхности мононук- 
леарных клеток (342, 343]. М-клетки служат «транспортным 
средством» для переноса реовируса через слизистую кишечника 
внутрь пейеровских бляшек [343]. После перорального введения 
реовируса типа 1 наблюдается гиперплазия пейеровских бляшек, 
а затем инфекционный вирус появляется в брыжеечных лимфо¬ 
узлах (141]. Клетки, аналогичные М-клеткам, обнаружены и в 
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Рис. 20.5. Эпителий тонкого кишечника, покрывающий пейеровскую бляшку 
взрослой мыши C 3 H/Hej. Через 30 мин после заражения реовирусом типа 1 ви- 
рионы обнаруживаются на поверхности (стрелка) и в пузырьках (П) М-кле¬ 
ток. К апикальной поверхности прилегающей всасывающей клетки (А) вирион 
не присоединяется. Увеличение М350. (Из работы [343] с разрешения авторов). 


других тканях, в частности в ассоциированной с бронхами лим¬ 
фоидной ткани. Они могут служить воротами респираторной 
реовирусной инфекции [256]. 


Распространение по организму 
Пути распространения 

Вирусы могут распространяться по организму от места 
внедрения и начала репликации разными путями. Известны 
примеры инфекции через кровь, нервную ткань, лимфоидные 
клетки. Эта стадия патогенеза реовирусов изучена недоста¬ 
точно. Скорее всего реовирусы могут начинать заражение раз? 
ными путями. 
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Гематогенный путь 

По предварительным данным реовирус типа 1 после внутри¬ 
венного введения новорожденным мышам распространяется по 
разным тканям, включая печень, селезенку и мозг. Реовирус ти¬ 
па 3, по-видимому, не способен достигать большинства органов 
после внутривенного введения ([256]; Burstin, Fields, Byers, не¬ 
опубликованные данные). 


Лимфоидный путь 

Реовирус типа 3 связывается с В- и Т-лимфоцитами челове¬ 
ка і[334а]. Генетический анализ показал, что это связывание осу¬ 
ществляется с помощью поверхностного белка аі [334а]. Его 
функциональный смысл неизвестен: остается неясно, участвуют 
ли лимфоциты в распространении реовируса по организму in 
vivo. 


Нервный путь 

После внутримышечного введения реовируса типа 3 новорож¬ 
денным мышам он в первую очередь и с наивысшим титром 
обнаруживается в том месте спинного мозга, которое иннерви¬ 
рует инъецированную мышцу (Tyler, Fields, 1983, неопублико¬ 
ванные данные). Эти наблюдения свидетельствуют (но не дока¬ 
зывают), что реовирус типа 3 может распространяться по 
нервам. 

Генетика распространения инфекции 

После перорального введения и первичного размножения в 
клетках кишечника реовирус типа 1 распространяется на ЦНС. 
У мышат-сосунков он заражает клетки эпендимы и вызывает 
эпендимит с последующей гидроцефалией [144, 178, 182, 226]. 
Реовирус типа 3 после перорального введения не обнаружива¬ 
ется в ЦНС в заметных количествах [245]. Генетический анализ 
показал, что способность реовируса достигать ЦНС в значитель¬ 
ной степени определяется природой сегмента М2 дцРНК [245]. 
Пути распространения вируса от клеток кишечника до ЦНС пока 
не прослежены. 

Установлено, что распространение реовирусной инфекции у 
десятидневных мышей от клеток кишечника (пейеровские бляш¬ 
ки и брыжеечные лимфоузлы) до селезенки контролируется 
Sl -сегментом РНК [141]. Вероятно, распространение вируса 
контролируется многими генами, включая S1- и М2-сегменты, и 
зависит также от возраста животного и способа заражения. 
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Клеточная и тканевая тропность 

Способность вируса заражать определенные типы клеток на¬ 
зывают тропностью. В ее основе лежат разного рода взаимо¬ 
действия между вирусом и клеткой. Например, в некоторых 
случаях вирус должен нести особый поверхностный белок для 
связывания с клеткой-мишенью, а клетка-хозяин должна иметь 
рецептор для связывания вируса. Далее, необходимо, чтобы все 
этапы репликации проходили правильно. Инфекция может за¬ 
вершаться гибелью клеток, хронической персистенцией вируса 
или не приводить ни к каким видимым изменениям клеток. Важ¬ 
но точно определить, какие из этих этапов вирус успешно пре¬ 
одолевает или, наоборот, на каком из них инфекция обрывается. 


Белок сгі (вирусный гемагглютинин) 

Различные комплексные генетические и биологические ис¬ 
следования показали, что поверхностный реовирусный полипеп¬ 
тид а 1 играет ключевую роль в присоединении вируса к клет¬ 
кам различных тканей. 

Реовирусы способны связываться с рецепторами на поверх¬ 
ности эритроцитов, вызывая их агглютинацию. Эритроциты че¬ 
ловека агглютинируются всеми тремя серотипами реовирусов 
[47, 68], а эритроциты быка — только реовирусом типа 3 [68]. 
При изучении реассортантов, несущих различные комбинации 
сегментов РНК, установлено, что характер агглютинации опре¬ 
деляется природой сегмента S1: реовирусы, несущие S1 типа 3, 
агглютинируют эритроциты и человека, и быка, а содержащие 
S1 типа 1—только эритроциты человека. Другие сегменты РНК 
не влияют на проявление этого свойства реовирусов [338]. 

Внутримозговое введение реовируса типа 3 мышатам-сосун- 
кам ведет к проникновению вируса в нейроны и затем к разви¬ 
тию энцефалита с летальным исходом. Вирус типа 1 не зара¬ 
жает нейроны: он размножается в клетках эпендимы и приво¬ 
дит к эпендимиту, а затем к гидроцефалии [144, 178, 182, 221, 
226]. Как показали исследования реассортантов, эти различия 
связаны с природой сегмента S1 [337] (рис. 20.6), который ко¬ 
дирует поверхностный белок а 1. 

После внутримозгового введения реовирус типа 3 распро¬ 
страняется в глаза, где заражает клетки зрительных ганглиев. 
В них появляется множество вирусных включений; титр виру¬ 
са нарастает экспоненциально. Вирусы типа 1 плохо размно¬ 
жаются в тканях глаза после внутримозгового введения и не по¬ 
вреждают ганглиозных клеток. Анализ реассортантов показал, 
что способность к эффективной репликации в глазу и пораже* 
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Рис. 20.6. Ткани мозга мышей, зараженных реовирусами типа 1 или 3 или 
клонами 1.НАЗ или З.НА1, рекомбинантными по одному сегменту (из работы 
[337] с разрешения авторов). А. Выраженный некроз нейронов височной доли 
мозга после заражения вирусом типа 3 и рекомбинантом 1.НАЗ. Окрашивание 
с помощью гематоксилина и эозина; Х400. Б. Сильно увеличенный желудочек 
мозга с сохраненной архитектурой нейронов; заражение реовирусом типа 1 
или рекомбинантом З.НА1. Окрашивание гематоксилином и эозином; ХІ60. 
В, Д. Вирусный антиген в паренхиме височной доли мозга. Заражение вирусом 
типа 3 либо рекомбинантом 1.НАЗ. Иммунофлуоресцентное окрашивание; 
ХбЗО. Стрелкой на рис. Д указано тело нейрона с выявляемым в нем вирус¬ 
ным антигеном, а также антиген в отростке аксона. Г , Е. Вирусный антиген в 
клетках эпендимы, выстилающих латеральные стенки полости желудочка. Та¬ 
кая картина наблюдается после заражения как вирусом типа 1, так и реком¬ 
бинантом З.НА1. Иммунофлуоресцентное окрашивание; ХбЗО. 


ние ганглиозных клеток — свойства, связанные с S1 -сегментом 
РНК реовируса типа 3 [315]. 

Реовирус типа 1 может заражать клетки передней доли ги¬ 
пофиза мышат-сосунков. Вирусные частицы обнаруживаются 
в клетках — продуцентах гормона роста. Заражение этих клеток 
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приводит к снижению уровня циркулирующего гормона и появ¬ 
лению аутоантител к нему. У некоторых мышей с пораженным 
гипофизом развивается синдром карликовости, проявляющийся 
в малых размерах, маслянистой шерсти и стеаторее [212]. Рео- 
вирус типа 3 не заражает клеток передней доли гипофиза, од¬ 
нако может вызывать синдром карликовости [302, 304, 328] (см. 
ниже). И это свойство реовируса обусловлено геном S1 [212]. 

Внутримышечное введение реовируса типа 3 мышатам-сосун- 
кам приводит к некротическому миозиту, а вирус типа 1 вызы¬ 
вает при этом лишь легкое воспаление. Вирусы обоих типов 
дают высокие титры при размножении в мышцах. Характер по¬ 
вреждения скелетной мускулатуры определяется S1 -сегментом 
вирусной РНК [316]. 

Есть несколько примеров, когда реовирусы типов 1 и 3 вы¬ 
зывают разные поражения одной и той же ткани, но эти разли¬ 
чия не определяются сегментом S1. Внутрибрюшинное введение 
реовируса типа 3 сосункам приводит к поражению печени, про¬ 
являющемуся в развитии гепатита и обтурационной желтухи 
[216—218, 222, 300, 301], а вирус типа 1 не поражает печень. Ге¬ 
нетические основы этих различий не установлены [23]. 

Реовирусы типов 1 и 3 способны заражать клетки поджелу¬ 
дочной железы [211, 212], а вирус типа 3 может инфицировать 
продуцирующие инсулин (3-клетки в культуре. Пассирование 
вируса в этой системе ведет как к увеличению его титра, так 
и к повышению числа зараженных клеток [347]. 

Роль белка сгі в реовирусной инфекции исследовали также 
in vitro. Как мы отмечали, с помощью этого белка реовирус ти¬ 
па 3 связывается с В- и Т-лимфоцитами [337]. Природа клеточ¬ 
ного рецептора для связывания реовирусов на этих клетках не 
установлена; известно лишь, что эта структура не связана с ан¬ 
тигенами комплекса HLA: реовирус типа 3 способен связы¬ 
ваться с клетками линии R1.E, лишенными антигенов главного 
комплекса гистосовместимости [256]. Обработка лимфоцитов, 
связавших реовирус, противовирусными антителами может при¬ 
вести к кэпингу реовирусных рецепторов. Изучение этого фено¬ 
мена позволило установить, что рецепторы реовируса не явля¬ 
ются ни иммуноглобулинами, ни Fc -фрагментами, ни антигенами 
СЗ, Thy 1 или Н2 [72]. 

Определены количественные параметры связывания реови¬ 
руса типа 3 с клетками гипофиза в культуре. Связывание І25 І-ме- 
ченного вируса происходит быстро и стабильно. С одной клет¬ 
кой связывается до 4000 вирионов с константой связывания 
~10- !1 М [176]. 

Реовирус типа 1 в отличие от вируса типа 3 способен связы¬ 
ваться in vitro с клетками эпендимы. Как показал анализ ре- 
«ассортантных вирусов, за это связывание ответствен сегмент S1 
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геномной РНК, кодирующий поверхностный белок а 1 [310]. Это 
наблюдение является, пожалуй, лучшим примером корреляции 
поведения реовируса in vitro и in vivo: после внутримозгового 
введения мышатам-сосункам реовирус типа 1 в отличие от ви¬ 
руса типа 3 заражает клетки эпендимы и вызывает эпендимит. 

Результаты исследований in vivo и in vitro, описанные вы¬ 
ше, ясно указывают на важнейшую роль сегмента S1 и белка аі 
в связывании и проникновении реовируса в клетку. Получение 
моноклональных антител к этому белку [48] позволило опреде¬ 
лить функции отдельных доменов или эпитопов аі. Выращивая 
реовирус типа 3 в присутствии моноклональных антител против 
главного нейтрализующего участка аі, можно получить клоны 
вируса, устойчивые к нейтрализации. Несколько таких вариан¬ 
тов охарактеризовано. Варианты А, F и К оказались существен¬ 
но менее вирулентны, чем исходный штамм (табл. 20.12) [292— 


Таблица 20.12. Нейровирулентность реовируса серотипа 3 (штамм Dearing) и 
НА-антигенных вариантов A, F и К 1 


Инокулум 

(БОЕ) 

Доля мышей (в %), выживших на 14-е сутки после 
заражения различными штаммами реовируса 

Штамм 

Dearing 

А 

F 

К 

МО 

50 

100 

100 

100 

МО 2 

0 

100 

100 

100 

МО 3 

0 

100 

100 

100 

ЫО 4 

НО 

100 

100 

100 

МО 5 

НО 

90 

100 

100 

3-10 5 

НО 

0 

100 

100 

3-10 6 

но 

0 

90 

100 

3-10 7 

но 

0 

50 

90 

ЛДбо 

10 

1,8- ІО 5 

3-10 7 

>3- ІО 7 


Ч Группы мышей линии CD (в возрасте 24—48 ч) заражали интрацеребрально различ¬ 
ными дозами вируса и наблюдали в течение 14 сут. Животные в большинстве случаев 
начинали погибать на 8—10-е сутки. Условные обозначения: НО — не определяли; 
ЛДбо — доза вируса, вызывающая гибель 50 % животных в каждой группе на 14-е сут¬ 
ки после заражения. Величина ЛДбо подсчитана по методу Рида и Менга. Данные взя¬ 
ты из работы [292J с разрешения авторов. 


294]. Кроме того, эти варианты отличаются от исходного реови¬ 
руса типа 3 и по характеру патологических изменений, вызы¬ 
ваемых ими у мышат-сосунков после внутримозгового введения. 
Они поражают лишь небольшую часть из тех типов клеток, ко¬ 
торые способен заражать вирус дикого типа (рис. 20.7) [293]. 
Эти факты вновь указывают на ключевую роль белка аі в рас¬ 
пространении вирусной инфекции. 
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Рис. 20.7. Диаграммы венечных разрезов от передней (левый верхний) к зад¬ 
ней (правый нижний) области мозга мышей, зараженных внутрицеребрально 
реови,русом типа 3 (штамм Dearing или вариант этого штамма). Черным цве¬ 
том показаны области, поражаемые обоими вирусами, а точками — области, 
поражаемые только вирусом штамма Dearing. (Из работы [293] с разрешения 
авторов.) ас — anterior colliculus; с — cingulum, nc — nucleus caudatus; gd — 
ryrus dentatus; ndh — nucleus dorsomedialis hypothalami; h — hippocampus; 
egl — corpus geniculatum laterale; nit — nucleus lateralis thalami; vl — ven- 
triculus lateralis; cm — corpus mamillare; nms — nucleus medialis septi; со — 
cortex occipitalis; s — subiculum; sn — substantia nigra; snt — spinalis nervi 
trigemini; vt — ventriculus tertius; zi—zona incerta. 


Иммунный ответ организма-хозяина 

В задачу этого раздела не входит рассмотрение всех аспек¬ 
тов проблемы иммунного ответа на реовирусную инфекцию. Эту 
информацию можно найти в более специальных обзорах (см., 
например, [256]). 


Гуморальный иммунный ответ 

В ответ на реовирусную инфекцию появляются нейтрали¬ 
зующие типоспецифические антитела и антитела, подавляющие 
реакцию гемагглютинации. Нейтрализующие антитела направ¬ 
лены преимущественно против белка наружного капсида егі [334]. 
Нейтрализующей способностью обладают также некоторые мо- 
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Рис. 20.8. Взаимное расположение антигенных доменов в молекуле гемагглю- 
тинина реовируса типа 3 (из работы [294] с разрешения авторов). Монокло¬ 
нальные антитела, связывающиеся с определенными доменами, отмечены круж¬ 
ками, заполненными точками, а антитела, связывающиеся с эпитопами, кото¬ 
рые перекрывают эти домены, — светлыми кружками. Пунктирная линия во¬ 
круг антитела G3 означает, что данные радиоиммунологического анализа не 
позволяют точно определить его локализацию. 


ноклональные антитела против белка шипов (Х2) и белка на¬ 
ружного капсида аЗ [118, 133]. Они способны нейтрализовать 
реовирусы всех трех серотипов и, следовательно, не относятся к 
типоспецифическим. Реакция нейтрализации с использованием 
типоспецифических антител ясно показала, что серотипоспеци¬ 
фическая нейтрализация определяется только природой сегмен¬ 
та S1 геномной РНК. Реассортанты реовирусов, несущие сег¬ 
мент S1 определенного типа, нейтрализуются антителами, спе¬ 
цифичными в отношении именно этого серотипа, независимо от 
происхождения остальных девяти сегментов. И наоборот, типо¬ 
специфические антитела не нейтрализуют вирус, сегмент S1 ко¬ 
торого происходит из вируса другого серотипа [335]. 

Белок аі играет главную роль и в реакции подавления ге- 
магглютинации. Следует напомнить, что гемагглютинация типо¬ 
специфична и определяется природой сегмента S1 и соответст¬ 
венно белка сгі. Поэтому не удивительно, что а 1 служит типо¬ 
специфическим антигеном для антител, подавляющих гемагглю- 
тинацию [338]. Есть сообщения о том, что белок наружного кап¬ 
сида аЗ также может служить антигеном для антител, подав¬ 
ляющих гемагглютинацию [118, 133]. Эти данные трудно связать 
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с результатами генетических исследований, согласно которым 
только продукт гена S1 ответствен за индукцию антител, подав¬ 
ляющих гемагглютинацию. 

Получен набор моноклональных антител против белка аі 
реовируса типа 3 [48, 118, 159]. Некоторые из них обладали ней¬ 
трализующей способностью, но не подавляли гемагглютинацию. 
Другие, напротив, тормозили гемагглютинацию, но не нейтрали¬ 
зовали вирус [48]. В этих исследованиях убедительно показано, 
что аі имеет три разных функциональных эпитопа. Используя 
конкурентный радиоиммунный анализ, установили, что эти эпи¬ 
топы связаны с разными структурными областями белка аі [294] 
(рис. 20.8). «Нейтрализующий» эпитоп узнается моноклональ¬ 
ными антителами А2 и G5; «гемагглютинирующий» — антите¬ 
лами С1, В6 и F4. Третий эпитоп, функционально отличающий¬ 
ся от этих двух, узнается антителом В2. 


Клеточный иммунитет 

Данные о взаимодействии реовирусов с лимфоцитами сум¬ 
мированы в табл. 20.13. 


Таблица 20.13. Результаты взаимодействия реовирусов с 

: лимфоцитами 1 

Результат взаимодействия 

Источник данных 

Образование цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) 
Индукция зависимой от Т-клеток гиперчувствительности 
замедленного типа (ГЗТ) 

Появление супрессорных Т-клеток и индукция толерант¬ 
ности 

[79, 80, 165] 

[ПО, 246, 336] 

[ПО] 


*) Из работы [256] с разрешения авторов. 


У взрослых мышей, которым внутрибрюшинно был введен 
реовирус, появляются цитотоксические Т-лимфоциты (ЦТЛ), 
специфичные по отношению к серотипу вируса [81]. Реовирус- 
специфические ЦТЛ распознают преимущественно конкретный 
антигенный домен белка аі, который участвует в определении 
нейротропности вируса и связывает вируснейтрализующие анти¬ 
тела [81]. Эти ЦТЛ появляются через 3—5 сут после зараже¬ 
ния и сохраняются до двух месяцев. Анализ реассортантов по¬ 
казал, что типоспецифичность ЦТЛ определяется преимущест¬ 
венно (но не исключительно) природой белка аі [81]. Взаимо¬ 
действие ЦТЛ с зараженными клетками может блокироваться 
в присутствии типоспецифической антисыворотки. Сыворотка 
против реовируса типа 3 блокирует взаимодействие зараженных 
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клеток лишь с ЦТЛ, специфичных в отношении вируса типа 3, а 
сыворотка против вируса типа 1—лишь ЦТЛ соответствующей 
специфичности. Блокирующая способность антисыворотки опре¬ 
деляется природой сегмента S1 дцРНК реассортанта и не зави¬ 
сит от источника других сегментов [79]. 

Роль ЦТЛ в природной инфекции неясна. Облучение мышей 
УФ-светом приводит к истощению у них популяции (Іа) -несу¬ 
щих антиген-презентирующих клеток (АПК), которые необхо¬ 
димы для образования вторичных ЦТЛ [165]. Такие мыши не 
отличаются явно от своих необлученных собратьев по способ¬ 
ности переносить реовирусную инфекцию после внутрибрюшин- 
ного или перорального введения вируса [165]. Мыши линии nude , 
лишенные Т-лимфоцитов, также переносят реовирусную инфек¬ 
цию по крайней мере не хуже обычных мышей [165]. 

Если животным, иммунизированным путем подкожного вве¬ 
дения реовируса, через 5—7 сут вновь ввести подкожно реови¬ 
рус того же серотипа, у них индуцируется серотипспецифическая 
гиперчувствительность замедленного типа (ГЗТ). ГЗТ возникает 
лишь в том случае, когда серотип вводимого вируса идентичен 
серотипу вируса, использованного для иммунизации. Генетиче¬ 
ский анализ реассортантных реовирусов показал, что для про¬ 
явления ГЗТ необходима идентичность сегментов S1 вирусов, 
использованных для иммунизации и для индукции ГЗТ [ПО, 336]. 

Иногда индукции ГЗТ не происходит, и животные оказыва¬ 
ются «толерантны» к реовирусу (табл. 20.14). Толерантность 


Таблица 20.14. Влияние способа введения вируса на индукцию ГЗТ 1 


Способ заражения 

Реовирус типа 1 

Реовирус типа 3 

интакт¬ 

ный 

УФ-облученный 

интакт¬ 

ный 

УФ-облученный 

Внутрибрюшинно 

ГЗТ 

ГЗТ 

ГЗТ 

ГЗТ 

Внутривенно 

» 

Толерантность 


Толерантность 

Подкожно 

» 

ГЗТ 


ГЗТ 

Перорально 


Толерантность 

* 



* Из работы [256] с разрешения авторов. 


связана с появлением серотипспецифических Т-супрессоров [ПО]. 
Как возникновение ГЗТ, так и индукция толерантности специ¬ 
фичны в отношении серотипа реовируса: для индукции толе¬ 
рантности необходимо, чтобы серотип вводимого вируса был 
идентичен серотипу вируса, использованного при иммунизации. 
Мыши, толерантные по отношению к реовирусу типа 3, нетоле- 
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рантны к реовирусу типа 1. Генетический анализ вновь показал,, 
что антигеном, ответственным за супрессию ГЗТ (т. е. за толе¬ 
рантность), является о 1 [246]. 

Можно проводить пассивный перенос толерантности живот- 
ным-реципиентам, используя Т-лимфоциты селезенки или бры¬ 
жеечных лимфоузлов толерантного донора [256]. Любопытно, что 
инактивированный УФ-светом вирус вызывает толерантность 
только после внутривенного (реовирусы типов 1 и 3) или перо¬ 
рального (лишь реовирус типа 1) введения. Если такой вирус 
вводится внутрибрюшинно или подкожно, толерантность не раз¬ 
вивается, а возникает ГЗТ (табл. 20.14). Способность реовируса 
вызывать толерантность при пероральном введении связана с 
природой сегмента М2: реассортанты, несущие М2-сегмент ви¬ 
руса типа 1, способны к индукции толерантности после перо¬ 
рального введения, а несущие М2 типа 3 — нет [246]. Как из¬ 
вестно, М2 кодирует белок наружного капсида р1/рЛС. Этот бе¬ 
лок определяет относительную стабильность или чувствитель¬ 
ность реовируса к протеазам in vitro. Реовирусы, содержащие' 
М2 типа 1, устойчивы к протезной обработке in vitro и, возмож¬ 
но, к пищеварительным протеазам in vivo. Такие вирусы, инак¬ 
тивированные УФ-светом, также способны вызывать толерант¬ 
ность после перорального введения [246]. 


Образование интерферона 

Реовирусы могут индуцировать образование интерферона- 
[119, 155, 173, 206, 210]. Как показало изучение температурочув¬ 
ствительных мутантов, количество интерферона определяется 
выходом вирусного потомства и не зависит от количества вирус¬ 
ной РНК (как одно-, так и двухцепочечной) или белков [155], 
При пермиссивной температуре (31 °С) /5-мутанты реовируса 
индуцируют образование такого же количества интерферона,, 
как и вирус дикого типа, а при непермиссивной (39 °С)—зна¬ 
чительно меньшие количества [155]. «Верхний компонент» («пу¬ 
стые» частицы) и сердцевины вирионов не вызывают синтез 
интерферона [155]. Инактивированные УФ-светом реовирусы 
обладают такой способностью, хотя механизм индукции в этом 
случае, по-видимому, иной, чем при продуктивной инфек¬ 
ции [256]. Количество интерферона, образующегося при зара¬ 
жении вирусом дикого типа, инактивированным УФ-светом, 
меньше, чем при заражении интактным вирусом. Любопытно, 
что один из /s -мутантов реовируса (/sC) вызывает синтез боль¬ 
шего количества интерферона после УФ-облучения. tsC не спо¬ 
собен синтезировать дцРНК и не индуцирует синтез интерфе¬ 
рона при непермиссивной температуре (39 °С). Однако после 
УФ-облучения сердцевина вируса теряет «герметичность» н 
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часть дцРНК выходит в клетке наружу [119]. Предполагается, 
что именно эта РНК и стимулирует образование интерферона. 

Эффективность индукции синтеза интерферона определяет¬ 
ся серотипом вируса и видом зараженных клеток; например, 
реовирус типа 3 более эффективен как индуктор интерферона 
в случае клеток L, чем реовирус типа 1 [256]. 

Влияние интерферона на репликацию реовируса изучалось 
в работах [58, 111, 205, 207]. Интерферон подавляет трансляцию 
ранних мРНК [192]. Предполагают, что это ведет к подавлению 
синтеза вирусной транскриптазы [256, 340]. Интерферон инду¬ 
цирует синтез протеинкиназы [111], которая фосфорилирует фак¬ 
тор инициации 2 (IF-2), подавляя тем самым белковый синтез. 
Возможно, в этом и состоит механизм индуцированного интер¬ 
фероном подавления синтеза реовирусных белков в заражен¬ 
ных клетках [205]. В обработанных интерфероном клетках HeLa 
появляется также эндорибонуклеаза (РНКаза), расщепляющая 
реовирусные мРНК [206]. 

Повреждения клеток 

О механизмах повреждения клетки, зараженной реовирусом, 
в том числе об изменении клеточного метаболизма и организа¬ 
ции цитоскелета, мы уже говорили в этой главе. 

Персистентная инфекция 

Являясь в большинстве случаев литическими вирусами, рео- 
вирусы тем не менее способны вызывать персистентную инфек¬ 
цию во многих клеточных культурах, включая фибробласты 
эмбриона человека [25], клетки яичника китайского хомячка [309] 
и мышиные L -клетки [5—10]. Установлению персистентной ин¬ 
фекции способствует использование вируса, пассируемого при 
высокой множественности заражения. Такие препараты содер¬ 
жат большое число делеционных и /5-мутантов [7, 209, 251, 9, 10]. 
Весьма распространены /5-мутанты с повреждениями в РНК-сег- 
менте S4 [9, 10]. У делеционных мутантов часто оказываются 
утрачены сегменты L1 и L3 [9, 10]. Встречаются делеционные 
мутанты с повреждениями и в других сегментах, например в S4 
[9, Ю]. 

В популяциях вирусов, применяемых для установления пер¬ 
систентной инфекции клеточных культур, очень часто встреча¬ 
ются мутанты по сегменту S4; это свидетельствует о важной 
роли сегмента S4 в данном процессе. Совместное заражение 
клеток L реовирусом типа 2 и делеционными мутантами реови¬ 
руса типа 3 (предположительно, несущими мутации в сегменте 
S4) приводит к появлению персистентно инфицированных кле- 
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ток, которые всегда содержат сегмент S4 из делеционного му¬ 
танта типа 3 [6]. Эти результаты еще раз свидетельствуют 
о ключевой роли S4 в установлении персистентной инфекции. 
Данный сегмент кодирует белок наружного капсида сгЗ, который 
участвует в подавлении синтеза белков и РНК клетки-хозяина 
[256]. Предполагают, что мутация в сегменте S4 приводит к по¬ 
явлению такого белка аЗ, который слабо подавляет процессы 
клеточного синтеза, позволяя клетке выживать при персистент¬ 
ной инфекции [256]. 

При длительной персистентной инфекции мутации появля¬ 
ются и в других сегментах дцРНК. Они часто возникают в сег¬ 
менте S1, возможно, изменяя способность белка а 1 подавлять 
синтез клеточной ДНК [256]. Описано множество других мута¬ 
ций в потомстве /s -мутантных реовирусов, использованных для 
получения персистентно зараженной культуры. Эти мутации 
часто не имеют отношения к поддержанию персистентной ин¬ 
фекции; они свидетельствуют лишь о высокой частоте генетиче¬ 
ских изменений, происходящих в популяции реовирусов в ходе 
инфекции і[10, 11]. 

Для установления персистентной инфекции необходимо, 
чтобы цитопатический эффект вируса был ослаблен. Такое ос¬ 
лабление может произойти в результате мутаций в сегменте S4, 
ведущих к утрате способности реовируса подавлять синтез РНК 
и белков клетки-хозяина [256]. Поддержанию персистентной 
инфекции способствуют и мутации в сегменте S1, предотвращаю¬ 
щие индуцированное вирусом подавление синтеза клеточной 
ДНК [256]. 

Подойти к выяснению механизма возникновения мутаций в 
сегментах S4 и S1 позволили генетические исследования [46]. 
Главная роль в индукции мутаций принадлежит сегменту L2. 
В мутагенезе участвует также ген М3, который определяет, в 
каком сегменте произойдет делеция. Продукты генов L2 и М3 
(соответственно белки Х2 и pNS), предположительно, являются 
компонентами вирусного транскриптазного комплекса [197]. 

Итак, ген L2 с участием гена М3 может играть роль в воз¬ 
никновении мутаций в сегментах S4 и S1, что в свою очередь 
может приводить к развитию и поддержанию персистентной 
инфекции (рис. 20.9). 

Развитие персистентной инфекции связано не только с из¬ 
менениями вируса. При персистентной инфекции клеток L на¬ 
блюдаются мутации как в вирусной частице, так и в клетке. 
Описаны мутантные клетки L (линия LR), в которых реовирус 
дикого типа не способен вызывать литическую инфекцию [8, 140]. 
Для них характерна измененная ультраструктура [256]. 

Клональный изолят вируса (L/C), выделенный из персистент¬ 
но инфицированных клеток L, приводит к литической инфекции 
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Рис. 20.9. Схема развития персистентной инфекции. Вирионы дикого типа обо¬ 
значены окаймленными черными кружками, а мутантные вирионы — другими 
символами. Ядра клеток L дикого типа заполнены точками, а ядра мутантных 
клеток заштрихованы. (Из работы [46] с разрешения авторов.) 


клеток LR-7 с более высоким выходом вируса, чем в случае кле¬ 
ток L. Реассортанты, содержащие сегмент S1 вируса L/C, но не 
вируса дикого типа, способны реплицироваться в клетках 
LR-7 [140]. Это еще раз подтверждает представление о том, что 
мутации в сегменте S1 наряду с мутациями в сегменте S4 от¬ 
ветственны за поддержание персистентной инфекции. 

Показано, что обработка клеток L хлоридом аммония при¬ 
водит к подавлению литической реовирусной инфекции и к раз¬ 
витию персистентной инфекции [49]. Хлорид аммония — лизосо- 
мотропный агент, который приводит к повышению pH и тем 
самым, возможно, препятствует раздеванию вирионов. Однако 
до конца его роль в развитии персистентной инфекции не уста¬ 
новлена. 


Реовирусы и заболевания человека и животных 

Заболевания человека 

Значение реовирусов как патогенных агентов человека оста¬ 
ется неясным. Эпидемиологические данные о распространенно¬ 
сти антител к реовирусам показывают, что эти вирусы везде¬ 
сущи и иммунитет к ним развивается у большинства людей [127, 
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299]. Антитела к реовирусам обнаруживаются у менее чем 25% 
детей до 5 лет, но к 20—30 годам они присутствуют уже у более 
чем 50% населения [127, 299]. Это указывает на возможность 
контакта с реовирусами в младенчестве или раннем детстве. 

Хотя в подавляющем большинстве случаев реовирусная ин¬ 
фекция протекает бессимптомно [127, 161, 295, 299], есть две 
категории заболеваний, которые могут быть связаны с реови¬ 
русами: инфекции верхних дыхательных путей (часто сопро¬ 
вождаемые лихорадкой, фарингитом, кашлем и изредка сыпью) 
и энтериты (обычно протекающие со спазмами кишечника и 
диареей). 

Недавно получены данные о возможной роли реовирусов в 
возникновении желчной атрезии [23, 193]. Было обнаружено, 
что у двух из 12 обследованных детей с желчной атрезией на¬ 
блюдается повышенный титр нейтрализующих антител к реови- 
русу типа 3 [23]. У одного из детей отмечено четырехкратное 
увеличение титра (до 1:240), а у второго трехкратное (до 
1 : 120). В обоих случаях титр антител у матерей не превышал 
1 :20, что исключает возможность трансплацентарного распро¬ 
странения нейтрализующих антител. В другом исследовании 
для обнаружения антител применили метод непрямой иммуно¬ 
флуоресценции. Оказалось, что у 68% детей с желчной атрезией 
присутствуют антитела к вирусу типа 3 с титром 1: 10; в кон¬ 
трольной группе доля таких детей составляет 8%. Примерно 
у 7з детей наблюдалось четырехкратное увеличение титра, при¬ 
чем величина его была существенно выше, чем у матерей [193]. 

Для выяснения вопроса о роли реовирусов как патогенных 
агентов человека группы взрослых добровольцев заражали рео¬ 
вирусами типов 1, 2 и 3. У Ѵз людей, зараженных вирусами ти¬ 
пов 1 и 2, развились заболевания, сопровождаемые головной 
болью, насморком, общим недомоганием, фарингитом и кашлем. 
Примерно у 74 зараженных реовирусом типа 3 развился легкий 
ринит. Инкубационный период этих заболеваний составил 1— 
3 сут, продолжительность от 4 до 7 сут [242]. 

Реовирусы были выделены и при других заболеваниях чело¬ 
века, причем в большинстве случаев явной связи между виру¬ 
сом и заболеванием не установлено (табл. 20.15). 


Заболевания животных 

Как мы уже отмечали, реовирусы — вездесущие агенты; они 
могут заражать фактически любого представителя животного 
мира. Сведения о заражении реовирусами в природных условиях 
ограничены [73, 127, 174, 253, 275, 298, 299, 317, 344]. Гораздо 
более полная информация получена при экспериментальном 
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Таблица 20.15. Реовирусы и их связь с заболеваниями человека 


Вероятная связь 


Энтериты у младенцев и детей (редко) 

[96, 243] 

Инфекции верхних дыхательных путей (редко) 

[127, 242, 299] 

Возможная связь 


Желчная атрезия 

[23, 193] 

Отдельные случаи (требуют подтверждения и/или до¬ 


полнительного изучения) 


Заболевания нервной системы 


Менингит, энцефалит, энцефаломиелит 


[136, 151] 

Хронические психические заболевания, слабоумие 


18] 

Гепатит 


[136] 

Пневмония 


313] 

Лимфома Бёркита 


26, 168, 181] 

Заболевания почек (вирурия) 


[67] 


заражении лабораторных животных (крыс, мышей, хомячков и 
африканских хорьков) [144, 177, 178, 305, 326, 327]. 

Наиболее подробно изучены последствия заражения реови- 
русами мышат-сосунков. Заражение мышат можно осуществлять 
разными путями — с помощью внутримозговой инъекции, перо¬ 
рально, подкожно, внутримышечно и внутрибрюшинно. В неко¬ 
торых исследованиях применяли также интраназальное [127], 
интраспинальное и интраокулярное введение (К. L. Tyler, не¬ 
опубликованные данные). Патологические изменения, возни¬ 
кающие в разных органах мышат-сосунков после заражения 
реовирусами, кратко описаны в последующих разделах. 


Патологические изменения 
в различных органах и системах 

Центральная нервная система 

Реовирус типа 3. Через 2—14 сут после введения реовируса 
типа 3 у мышат-сосунков развивается энцефалит с летальным 
исходом [178, 226, 293, 318, 326, 335, 337]. В течение первых 27— 
72 ч после заражения животные чувствуют себя хорошо, а за¬ 
тем становятся менее активными [178, 226, 326]. В последую¬ 
щие несколько дней походка животных, уже научившихся хо¬ 
дить, становится неуверенной. По мере развития болезни живот¬ 
ное теряет способность вставать, сохранять равновесие. Затем, 
быстро сменяя друг друга, наступают высокочастотный тремор, 
очаговые судороги и паралич. Смерть обычно наступает в пе¬ 
риод между 8 -ми и 15-ми сутками [178, 226, 326]. Наиболее де¬ 
тален вирус типа 3 (штамм Dearing) при внутрицеребральном 
введении; ЛД 50 составляет 10 БОЕ. 
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Патологические изменения, возникающие при энцефалите, 
вызванном реовирусом типа 3, изучены достаточно хорошо [178, 
226, 293, 318, 326, 335, 337]. Наблюдается обширный некроз ко¬ 
ры головного мозга с кровоизлияниями или без них. Обнаружи¬ 
ваются серьезные повреждения нейронов лимбической системы, 
включая гиппокамп, септальные ядра и мамиллярные тела. Зна¬ 
чительные повреждения наблюдаются и в ганглиозных клетках 
сетчатки [315]. Некроз обычно захватывает участки таламуса, 
базальных ганглиев и верхнего мозгового ствола. В различной 
степени бывает поражен мозжечок, при этом особенно серьез¬ 
ные повреждения обнаруживаются в клетках Пуркинье. Инду¬ 
цированные вирусом патологические изменения в спинном моз¬ 
ге, корешках спинномозговых ганглиев и периферической нерв¬ 
ной системе изучены недостаточно. 

Многие нейроны содержат единичные или множественные 
цитоплазматические включения (см. выше). Такие включения 
лишь изредка находят в глиальных клетках. Сосуды мозговых 
оболочек оказываются окруженными слоями одноядерных кле¬ 
ток. У животных, переживших острый период заболевания, раз¬ 
виваются изменения в глиальных элементах. Воспалительная 
реакция мозговой паренхимы, как правило, не слишком выра¬ 
жена. Изменения не затрагивают белого вещества мозга. 

Природные изоляты реовирусов серотипа 3 различаются как 
по вирулентности, так и по наивысшему титру, достигаемому в 
ходе мозговой инфекции, но одинаковы по топографии и харак¬ 
теру вызываемого заболевания [122]. Антигенные варианты 
этих вирусов, полученные в результате отбора с применением ан¬ 
тител против белка аі (гемагглютинин), значительно менее ви¬ 
рулентны. Они отличаются от вирусов дикого типа и по харак¬ 
теру индуцируемых ими патологических изменений: поврежде¬ 
ния захватывают лишь часть областей, поражаемых вирусами 
дикого типа. В основном повреждается гиппокамп; в меньшей 
степени поражаются лимбические области, включая септум и 
мамиллярные тела, а кора практически не затрагивается [293] 
(рис. 20.7). 

Нервная патология, вызываемая /s -мутантами вируса ти¬ 
на 3, изучена слабо. Одни мутанты вызывают такие же забо¬ 
левания, как и вирус дикого типа, другие приводят к развитию 
легких форм заболеваний с незначительным поражением нерв¬ 
ной ткани и слабой воспалительной реакцией [227]. Поскольку 
нормальная температура тела крыс и мышей лежит в интервале 
между пермиссивной (31 °С) и непермиссивной (39°С) темпера¬ 
турами для /s -мутантов вирусов, in vivo мутации, возможно, про¬ 
являются не в полной мере. 

Реовирус типа 1. Реовирус типа 1 вызывает канальный сте¬ 
ноз с последующей гидроцефалией [128, 144, 177, 182, 204, 221, 
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327, 335, 337]. Ни нейроны и глиальные клетки, ни белое веще¬ 
ство мозга практически не повреждаются. Вирус заражает 
клетки передней доли гипофиза [212]. Применение электронной 
микроскопии и метода иммунофлуоресценции позволяет выяв¬ 
лять вирус в клетках передней доли, продуцирующих гормон 
роста. У животных часто обнаруживаются аутоиммунные анти¬ 
тела против гормона роста и снижается концентрация этого 
гормона в сыворотке крови [212]. 

Реовирус типа 2. У мышат-сосунков, зараженных реовирусом 
типа 2, может развиться энцефалит [327]. Соответствующие дан¬ 
ные весьма неполны, однако ясно, что повреждения достигают 
максимального уровня примерно к десятому дню инфекции и 
в основном затрагивают кору головного мозга и ядра таламуса. 
Изменения обнаруживаются также в мозжечке и связанных с 
ним полосках белого вещества [327]. Имеющиеся данные не 
позволяют провести полноценное сравнение энцефалитов, вызы¬ 
ваемых реовирусами типов 2 и 3. 

Генетика нейропатогенности реовирусов. Реовирусы типов 1 
и 3 вызывают вполне определенные, четко различающиеся по¬ 
ражения ЦНС (см. выше). Реовирус типа 3 заражает нейроны 
и вызывает энцефалит с летальным исходом. Вирус типа 1 ней¬ 
роны не заражает, но вызывает эпендимит, гидроцефалию и ин¬ 
фицирует переднюю долю гипофиза. Типоспецифический харак¬ 
тер инфекции определяется природой гена S1, кодирующего 
поверхностный полипептид сгі (см. раздел «Патогенез»). 


Сердце 

Все серотипы реовирусов вызывают повреждения миокарда 
у мышат-сосунков [115, 326, 327]. Наиболее выраженные пато¬ 
логические изменения наблюдаются между 9-ми и 13-ми сутка¬ 
ми, а затем может наступить выздоровление. Невооруженным 
глазом видны небольшие беловатые пятна на поверхности эпи¬ 
карда. Под микроскопом клетки миокарда выглядят разбух¬ 
шими и фрагментированными. Они теряют свою поперечную 
исчерченность, их ядра фрагментируются. В острый период мо¬ 
гут образовываться коагуляционные некрозы, распространяю¬ 
щиеся на всю толщину сердечной стенки. Эти некрозы заполне¬ 
ны остатками ядер и цитоплазмы погибших клеток и могут позже 
кальцинироваться. В цитоплазме выживших мышечных клеток 
появляются эозинофильные включения; о наличии в них виру¬ 
са свидетельствуют электронно-микроскопические и иммунофлуо¬ 
ресцентные данные. Воспалительный инфильтрат обычно не вы¬ 
ражен, но если образуется, то состоит из отдельных лимфоцитов 
и макрофагов [326]. 
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Легочные заболевания 

После заражения мышат-сосунков любым из трех типов рео¬ 
вирусов у них в легких появляются разбросанные очаги альвео¬ 
лярных кровоизлияний. Часто это сопровождается эдемой лег¬ 
ких. Вслед за пролиферацией альвеолярных клеток наступает 
некроз и гиалинизация. Заполнение легочной соединительной 
ткани лимфоцитами, макрофагами и мононуклеарными клетка¬ 
ми может вести к образованию плотных агрегатов, напоминаю¬ 
щих гранулемы. 


Печень, селезенка, поджелудочная железа, 
система желчных путей 

Реовирусы всех трех серотипов после введения мышатам-со- 
сункам вызывают патологические изменения в печени [23, 216— 
218, 222, 300, 305, 326, 327]. Это выражается в появлении неболь¬ 
ших (1—3 мм) пораженных участков желтого цвета на поверх¬ 
ности печени. Вначале некроз развивается в межзональной 
области и области центральных долей печени, а затем распро¬ 
страняется дальше, образуя более обширные зоны коагуляци¬ 
онного некроза и кровоизлияний. На пике заболевания целые 
доли печени превращаются в аморфную некротизированную 
массу без признаков клеточного строения («чертовы доли»). 
Наблюдаются разнообразные изменения гепатоцитов, включая 
эозинофильную дегенерацию, разбухание, атрофию и явный нек¬ 
роз. Появляются внеклеточные эозинофильные (ацидофильные) 
гиалиновые тельца, напоминающие тельца Каунсилмэна. Воспа¬ 
лительная реакция выражается в субкапсулярном накоплении 
агрегатов мононуклеарных клеток и в воспалении вокруг цен¬ 
тральной вены и портальной триады. Обычно наблюдается 
гиперплазия клеток Купфера, а синусоиды заполняются эритро¬ 
цитами и клеточными обломками. 

Реовирусы всех трех типов способны повреждать поджелу¬ 
дочную железу у мышат-сосунков. Наблюдается прогрессивное 
повреждение ацинарных клеток экзокринной части поджелудоч¬ 
ной железы: они становятся базофильными и утрачивают ха¬ 
рактерные для них гранулы зимогена. Вслед за этим наблю¬ 
дается растворение ядер и полный лизис клеток. Каналы и ка¬ 
нальцы железы оказываются забитыми обломками погибших 
клеток. Очаг воспаления, состоящий из лимфоцитов, макрофагов 
и полиморфонуклеарных клеток, формируется примерно к 7-м 
суткам. Развивается острый панкреатит, который может перей¬ 
ти в полный базофильный некроз поджелудочной железы с по¬ 
следующим замещением жировой тканью [43, 211, 212, 326, 327]. 
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Практически такая же патология характерна для слюнных 
желез. 

Реовирусы типов 1 и 3 способны инфицировать и повреждать 
эндокринную часть поджелудочной железы. Островки Лангер¬ 
ганса превращаются в очаги коагулирующих некрозов и инфиль- 
труются мононуклеарными клетками. По данным электронной 
микроскопии и иммунофлуоресценции реовирусы типа 3 зара¬ 
жают инсулинпродуцирующие бета-клетки, не затрагивая осталь¬ 
ные клеточные компоненты островков [211]. Реовирус типа 1 
также вызывает образование очаговых некрозов островков под¬ 
желудочной железы. У многих животных появляются аутоим¬ 
мунные антитела против инсулина и других цитоплазматических 
антигенов клеток островков. Уровень инсулина в крови падает, 
у многих мышей развивается аномальная толерантность к глю¬ 
козе. 

Генетические исследования, проведенные с помощью реассор- 
тантов, показали, что возникновение аутоиммунного ответа на 
инсулин обусловлено исключительно природой гена S1 (он ко¬ 
дирует белок сгі): противоинсулиновые антитела появляются 
лишь в том случае, если ген S1 происходит из вируса типа 1 [212]. 

Заражение вирусом типа 3 (штамм Dearing) приводит к ин¬ 
фекции клеток слизистых желчных протоков, влекущей за собой 
развитие хронической обструктивной желтухи [23, 216—218, 222, 
301, 305, 326, 327]. Именно сходство поздних гистологических 
стадий этого поражения с желчной атрезией человека стимули¬ 
ровало исследования противореовирусных антител у детей с 
этим заболеванием (см. выше). 

Синдром маслянистой шерсти и карликовости. Вскоре после 
проведения первых опытов по заражению мышат-сосунков рео- 
вирусами был описан синдром маслянистой шерсти (ОНЕ, от 
англ, oily /іаіг effect) [299, 302, 304, 305]. При классическом про¬ 
явлении синдрома мыши выглядят так, будто их искупали в 
масле [318]. Большинство таких животных отстают в росте 
(синдром карликовости) [305, 326]. У многих из них наблю¬ 
дается так называемый ахолический стул: испражнения содер¬ 
жат жир [318, 326]. Частоту проявления ОНЕ определить труд¬ 
но. Он возникает менее чем у 10 % животных, переживших 
три недели после заражения реовирусом типа 3 [326]. Пред¬ 
полагается, что синдром связан с резким нарушением всасыва¬ 
ния, которое обусловлено одновременным поражением подже¬ 
лудочной железы, печени и желчной системы [302, 305, 326]. 
У таких животных всегда развивается желтуха. 

У мышей, зараженных реовирусом типа 1, также развива¬ 
ется синдром маслянистой шерсти, частота проявления кото¬ 
рого, по данным некоторых авторов, достигала 50% [212]. 

У 3 Д животных с задержкой роста появляются все признаки 
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этого синдрома, включая маслянистую шерсть и стеаторею. 
Карликовость животных, зараженных вирусом типа 1, вероят¬ 
но, обусловлена инфекцией клеток передней доли гипофиза, 
продуцирующих гормон роста. У таких животных заметно сни¬ 
жен уровень циркулирующего гормона, появляются аутоиммун¬ 
ные антитела к нему [212]. Маслянистая шерсть и стеаторея 
связаны с поражением экзокринной части поджелудочной же¬ 
лезы. Желтуха же, как правило, не развивается, что объяс¬ 
няется слабым поражением желчной системы. 

Мышцы. Вирус типа 3 вызывает некротический миозит в по¬ 
перечнополосатых мышцах. Эти изменения обычно начинаются 
на 7-е сутки после заражения. Мышечные клетки вздуваются 
и теряют поперечную исчерченность. Затем происходит их фраг¬ 
ментация, сопровождаемая выраженным базофильным окраши¬ 
ванием и появлением очагов кальцинации. К концу второй 
недели инфекции мышцы оказываются сильно некротизирован¬ 
ными. Воспалительный инфильтрат состоит в основном из лим¬ 
фоцитов и макрофагов и появляется в течение второй недели. 
Вирус типа 1 вызывает очаги интерсцитиального и периваску- 
лярного воспаления в мышцах [316, 327], однако некротический 
миозит не наблюдается. 

Генетические исследования показали, что различия в сте¬ 
пени поражения мышц, вызываемого вирусами типов 1 и 3, обус¬ 
ловлены различиями в гене S1 (см. разд. «Патогенез»), кото¬ 
рый кодирует поверхностный полипептид оі. 

Другие заболевания. Описаны случаи заражения реовируса- 
ми эмбрионов млекопитающих [1, 225]. Сообщалось об индуци¬ 
рованных реовирусом перитоните [219] и лимфоме [223] у мы¬ 
шей. Описан также синдром персистентной реовирусной инфек¬ 
ции [137] и ограниченного энцефалита у взрослых мышей [311]. 

Заключение. У зараженных реовирусом животных наблюда¬ 
ются разнообразные патологии, и это создает хорошие экспе¬ 
риментальные модели, позволяющие изучать различные забо¬ 
левания человека, например энцефалит, болезни эндокринной 
системы, желчную атрезию и миозит. Реовирусные повреждения 
ряда органов (нервная система, скелетные мышцы, печень, 
система желчных путей) типоспецифичны (т. е. их характер 
определяется серотипом вируса). Главным фактором, опреде¬ 
ляющим типоспецифичность поражения ЦНС и мышц, является 
ген S1, кодирующий поверхностный полипептид сгі. Типоспеци¬ 
фические различия в характере поражения других органов 
(включая сердце, легкие и железы внутренней секреции) не 
выявлены. 
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.Диагностика реовирусной инфекции 
«Дифференциальная диагностика 

Роль реовирусов следует учитывать при дифференциальной 
диагностике вирусных инфекций верхних дыхательных путей и 
вирусиндуцированных кишечных расстройствах, особенно у де¬ 
тей [303]. Никакие специфические диагностические особенности 
синдромов, индуцированных реовирусами, не выявлены (см. 
выше). Остается проблематичной и связь между первичной 
желчной атрезией новорожденных и реовирусной инфекцией. 
Чтобы доказать причастность реовирусной инфекции к этому 
заболеванию, нужны дополнительные исследования. Реовирусы 
могут рассматриваться как возможные возбудители заболеваний 
ЦНС с неустановленной этиологией, включая энцефалиты и ме¬ 
нингиты. Следует подчеркнуть, однако, что до сих пор сообщения 
о реовирусиндуцированных заболеваниях ЦНС относительно 
редки и в значительной степени малодостоверны. 


'Лабораторная диагностика 

Как мы уже отмечали, реовирусную инфекцию связывают 
с заболеваниями дыхательных путей и пищеварительного трак¬ 
та. Вирус можно выделить из мазков, взятых из полости носа 
и рта, или из фекалий. В редких случаях его удавалось выде¬ 
лить из крови, мочи или спинномозговой жидкости. Для выде¬ 
ления вируса проводят культивирование кусочков тканей, полу¬ 
ченных при биопсии или некропсии. Техника выделения рео- 
вируса из мазков суммирована в обзоре [241]. Образцы фекалий 
из ануса получают с помощью сухого ватного тампона. Поверх¬ 
ность тампона с видимыми следами фекалий взбалтывают в 
пробирке с раствором Хэнкса, содержащим пенициллин 
(500 ед./мл) и стрептомицин (500 мкг/мл). Аналогичные про¬ 
цедуры применяют и в случае мазков, взятых из полости рта 
и носа. Образцы следует хранить при —70 °С, хотя допустимо 
и кратковременное хранение в морозильной камере обычного 
холодильника. Образцы фекалий нужно предварительно отцент- 
рифугировать (3000 об/мин, 4°С, 30 мин) и лишь затем исполь¬ 
зовать для внесения в культуру ткани [241]. 

Реовирусы способны реплицироваться и вызывать цитопати¬ 
ческий эффект во многих клеточных культурах. При выделении 
вируса обычно используют клетки почек макаков или мышиные 
^фибробласты L. В сыворотке, применяемой для культивирова- 
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ния, не должны присутствовать вируснейтрализующие анти¬ 
тела. Если такой сыворотки нет, то клетки перед инкубацией 
следует промыть несколько раз раствором Хэнкса. Клетки по¬ 
чек макаков можно поддерживать на среде 199 или на среде 
МЕМ, модифицированной Иокликом. В среду следует добав¬ 
лять глутамин до концентрации 1 %, а также пенициллин 
(100 ед./мл) и стрептомицин (100 мкг/мл). Мы добавляем сыво¬ 
ротку (5%), свободную от реовируснейтрализующих антител, 
к обоим применяемым средам. Можно также использовать 
бессывороточную среду [241]. 

Вирусный препарат наносят на сплошной монослой клеток 
и инкубируют при 37 °С в атмосфере, содержащей 5% С0 2 . 
Монослой проверяют на наличие цитопатического эффекта' 
каждые 48 ч в течение 3 нед. Если эффект не обнаруживается, 
проводят второй «слепой» пассаж культуральной жидкости и 
наблюдают за клетками еще в течение недели [243]. В качестве 
контроля используют не инкубированные с вирусными инокуля¬ 
тами монослойные культуры клеток, чтобы отграничить естест¬ 
венное старение культуры от цитопатического эффекта. Для^ 
зараженных клеток характерна выраженная зернистость цито¬ 
плазмы. Цитоплазматические включения выявляют с помощью 
специального окрашивания (см. разд. «Репликация»). 

Реовирусы можно отличить от энтеровирусов по характер¬ 
ным особенностям вызываемого ими цитопатического эффекта 
(зернистая цитоплазма) и физико-химическим свойствам. Как 
мы отмечали, реовирусные частицы устойчивы к обработке эфи¬ 
ром, а их диаметр составляет 75 нм. Они способны реплици¬ 
роваться в разнообразных клеточных культурах и в организме 
разных животных, включая мышат-сосунков. В зараженных 
клетках они вызывают образование цитоплазматических вклю¬ 
чений, которые легко выявляются после специального окраши¬ 
вания. 

Традиционный метод, применяемый для идентификации серо¬ 
типа реовируса, основан на реакции торможения гемагглюти- 
нации. Он детально описан в ряде работ [47, 68, 241, 338]. 

Реовирусную инфекцию можно диагностировать не только 
в результате выделения вируса, но и с помощью серологиче¬ 
ских реакций [241]. При этом обычно предпочитают использо¬ 
вать реакцию торможения гемагглютинации, а не реакцию ней¬ 
трализации или связывания комплемента. Признаком острой’ 
реовирусной инфекции считают повышение титра подавляющих 
гемагглютинацию антител в четыре и более раза. Как мы гово¬ 
рили, при инфекции реовирусом типа 3 образуются обычно 
только гомотопические антитела, в то время как заражение 
реовирусами типов 1 и 2 часто вызывает как гомотипический,, 
так и гетеротипический иммунный ответ. 
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Как известно, все реовирусы млекопитающих можно разде¬ 
лить на три группы в соответствии с их серотипом [239]. С по¬ 
мощью гель-электрофореза в полиакриламидном геле исследо¬ 
вали полиморфизм сегментов геномной РНК реовирусов, при¬ 
надлежащих к разным серотипам [121]. Как оказалось, для 
каждого из десяти РНК-сегментов реовирусов, принадлежащих 
одному серотипу, но выделенных от животных, обитающих в 
разных частях земного шара, характерен выраженный полимор¬ 
физм [121]. Более того, даже у разных изолятов реовирусов, 
полученных из одного и того же очага заболевания, длины сег¬ 
ментов РНК неодинаковы; это свидетельствует о том, что в од¬ 
ном очаге заболевания сосуществуют разные генетические 
варианты реовирусов [121]. 

Эти генетические различия проявляются при анализе по¬ 
следствий внутримозгового заражения мышат-сосунков различ¬ 
ными изолятами реовирусов типа 3 [122]: ЛД 5 о для разных изо¬ 
лятов различаются на три порядка (от 10 1 до 10 4 БОЕ), а мак¬ 
симальный титр вируса в мозге — на два порядка [122]. При 
этом для всех изолятов выявлен нейротропизм, характерный 
для реовирусов типа 3. 

Генетические основы различий вирулентности разных изо¬ 
лятов реовирусов типа 3 изучали, применяя реасеортанты от¬ 
носительно невирулентных изолятов и вирулентных вирусов 
1-го (штамм Lang) или 3-го (штамм Dearing) типов. Те реас- 
сортанты, которые содержали сегмент М2 реовируса типа 3 
(Dearing), были высоковирулентны (ЛД 5 о^50 БОЕ). Те же, 
у которых М2 происходил из относительно невирулентного рео¬ 
вируса (тип 3 Н/Та), сохраняли низкую вирулентность 
(ЛДбо^ЮООО БОЕ) [122]. Эти результаты в совокупности 
с описанными ранее [293, 294, 334а, 335] показывают, что если 
сегмент S1 определяет нейротропность вируса, то внутри дан¬ 
ного серотипа (или, что то же самое, внутри группы с одним 
и тем же сегментом S1) относительный уровень вирулентности 
определяется сегментом М2 [122]. 


Генетика реовирусов 

Генетика реовирусов исчерпывающе описана в соответствую¬ 
щих обзорах (см., например, [230]), поэтому мы ограничимся 
лишь кратким изложением этого вопроса. Кроме того, пробле¬ 
мы генетики вирусов животных подробно рассмотрены в гл. 7. 
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Типы мутантов 

Условно-летальные температурочувствительные мутанты 

/s -Мутанты реовирусов исходно были получены в резуль¬ 
тате химического мутагенеза с использованием азотистой кис¬ 
лоты (группы В, D и Е), нитрозогуанидина (группы С, F и G) 
или профлавина (группа А) [76Ь, 124а]. Эти мутанты нормаль¬ 
но реплицируются при 31 °С, но не при 39°С (непермиссивная 
температура), хотя /s -дефекты и не абсолютны. Используя 
химический мутагенез, удалось получить /s -мутанты, распадаю¬ 
щиеся на семь групп из десяти возможных, определяемых по 
свойствам реассортантов [56, 76]. /s -Мутанты трех остальных 
групп были выделены из популяций вирусов дикого типа, серий¬ 
но пассированных с высокой множественностью (/s- группа Н), 
и из «псевдоревертантов», полученных из персистентно зара¬ 
женных клеток L (см. ниже) (/s -группы I и J) [9, 10, 230, 231]. 
Группы /s -мутаций удалось картировать, т. е. установить их 
соответствие определенным сегментам РНК (табл. 20.16). Для 
этого измеряли электрофоретическую подвижность сегментов 
геномной РНК реассортантов, полученных в результате «скре¬ 
щивания» между /s -мутантами и вирусами дикого типа [57, 200, 
200а, 230, 232а]. Биохимические и морфологические свойства 
мутантов групп А— G описаны в табл. 20.16. 


Комплементация и интерференция 

Высказывалось предположение, что при смешанном зараже¬ 
нии клеток вирусами, принадлежащими к разным группам 
/s -мутантов, должна наблюдаться комплементация. Однако для 
некоторых групп комплементация отсутствовала [76Ь, 77, 78], 
хотя для других действительно имела место [76Ь]. Впоследствии 
было установлено, что /s -мутанты групп А, В, С и G интерфе¬ 
рируют с вирусами дикого типа [52а]. Интерференция обычно 
наблюдается при непермиссивной температуре (39°), хотя 
иногда происходит и в пермиссивных условиях, при 31 °С [5, 8]. 
Степень интерференции весьма высока (50 % и более) и воз¬ 
растает по мере увеличения множественности заражения интер¬ 
ферирующим /s -мутантом [52а]. 

Комплементация наблюдается между мутантами групп D 
и Е. Для них обоих характерен пониженный уровень синтеза 
как одно-, так и двухцепочечной РНК (табл. 20.16). Напротив, 
интерферирующие мутанты способны к синтезу больших коли¬ 
честв обоих типов РНК. 

Анализ реассортантов, полученных в результате «скрещи¬ 
вания» /s -мутантов, принадлежащих к интерферирующим (А, 
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Таблица 20.16. Генетическая карта и свойства /5-мутантов реовирусовП 
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*> По данным работ [57, 186, 200, 200а, 229, 230, 231, 232а, 336]. Скобки означают, что данные предположительны. 

2 ) При непермисснвной температуре. Числа указывают уровень синтеза для данного мутанта по отношению к уровню синтеза для вируса 
дикого типа (%). 

3 ) Выделены недавно и мало изучены. 
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В, С и G) и к неинтерферирующим (D и Е) группам, показал, 
что способность к интерференции — доминантный признак. 
Комплементация происходит лишь в том случае, если оба виру¬ 
са принадлежат к неинтерферирующим группам [52а]. 

Механизмы интерференции неизвестны, существуют лишь 
предположения на этот счет. Согласно одному из них, у мутан¬ 
тов интерферирующих групп происходит экспрессия какого-то 
измененного гена, дефектный продукт которого включается в 
состав вирионов [5, 8]. По другим данным /s -мутанты интер¬ 
ферирующих групп препятствуют синтезу белков вирусов дико¬ 
го типа, но не подавляют синтеза их мРНК и связывания этих 
мРНК с полирибосомами [124а]. 


Реверсия 


Иногда наблюдается реверсия ^--фенотипа к фенотипу ts + 
(к дикому типу). В принципе она может быть связана с та¬ 
кими изменениями в мутантном гене (интрагенная реверсия) 
или с мутациями в другом гене (экстрагенная реверсия), кото¬ 
рые супрессируют или позволяют обойти дефект, обусловлен¬ 
ный исходной мутацией. Используя возвратное скрещивание 
ревертантов с вирусами дикого типа, удалось показать, что 
большинство из них на самом деле являются «псевдоревертан- 
тами» и что происходит экстрагенная супрессия исходной мута¬ 
ции [229, 230]. Возможный механизм реверсии представлен в 
табл. 20.17. 


Таблица 20.17. Возможный механизм «псевдоревер¬ 
сии» о 


1. Исходный ^-мутант—► Измененный белок А 

( = АА) 

2. Взаимодействие ДА с белком В термолабильно 

ДА -f В— ►Термолабильность 

3. Супрессорная мутация—►Измененный белок В 

(=ДВ) 

4. ДА+ДВ— ►Термостабильность 


*) См. работы [229, 230]. 


Как предполагает альтернативная гипотеза, реверсия обус¬ 
ловлена мутациями в генах, кодирующих вирусную транскрип¬ 
тазу, которая вносит супрессорные мутации в результате оши¬ 
бок транскрипции [231]. 


21 * 






324 Глава 20 


Делеционные мутанты 

При серийном пассировании вируса в культуре ткани появ¬ 
ляются делеционные мутанты [209, 251, 284а]. Обычно делеции 
затрагивают один, реже — несколько сегментов геномной РНК 
реовируса. Чаще всего затрагивается сегмент L1. Нередки и 
делеции сегментов L3 и Ml. Для размножения делеционных 
мутантов необходим вирус-помощник. Разработана техника вы¬ 
деления относительно чистых фракций делеционных мутантов 
из препаратов вируса, основанная на центрифугировании в гра¬ 
диенте плотности [5]. 

Другие маркеры мутаций 

Электрофорез в полиакриламидном геле позволил выделить 
мутантные реовирусы рЛ-рЛС с измененной (повышенной) по¬ 
движностью полипептидов [57а]. Этот маркер сцеплен с ^-му¬ 
тациями группы А [57Ь]. 

Реассортация геномов реовирусов 

Реассортация геномов двух реовирусов была впервые про¬ 
демонстрирована на /5-мутантах [76Ь]. Проведенные исследова¬ 
ния показали, что генетические маркеры разных сегментов 
геномной РНК не бывают сцеплены друг с другом и рекомби¬ 
нация (в отличие от реассортации) не происходит со сколько- 
нибудь заметной частотой [78]. 

Вначале реассортацию анализировали при двухфакторных 
скрещиваниях. В этих опытах проводили заражение клеток L 
смесью двух разных /5-мутантов при пермиссивной температуре 
и анализировали появление реассортантов при непермиссивной. 
Поскольку часть /5-мутантных реовирусов интерферирует с ви¬ 
русами дикого типа (см. выше), реассортанты были обнару¬ 
жены лишь в некоторых скрещиваниях. Несмотря на это, в кон¬ 
це концов удалось идентифицировать /5-мутации для каждого 
из десяти сегментов геномной РНК [56, 76Ь, 229, 230]. Страте¬ 
гия классификации /5-мутантов основана на использовании пар 
мутантных вирусов: если скрещивание двух /5-мутантов не 
дает в потомстве вирус дикого фенотипа, считается, что оба 
вируса содержат повреждение в одном и том же сегменте РНК 
и относятся к одной группе. В противном случае вирусы отно¬ 
сят к разным группам /5-мутантов. 

Если бы реассортация геномов реовирусов была абсолютно 
случайным процессом, 25 % потомства от смешанного зараже¬ 
ния клеток двумя /5-мутантами было реассортантным. На са¬ 
мом деле максимальный выход реассортантов составил 20 % й 
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был получен при скрещивании ts В [353] и tsC [447]; в других слу¬ 
чаях доля реассортантов составляла от 3 % до менее чем 20 % ! 
[76Ь]. Она возрастала при увеличении множественности зара¬ 
жения вплоть до 10 инф. ед./клетка [78]. Максимальный выход 
реассортантов достигается на ранних сроках заражения и в 
дальнейшем существенно не меняется. Вероятно, реассортация 
происходит преимущественно в ходе формирования первых реас- 
сортантных геномов [78]. 

Обнаружение полиморфизма белков рЛ-рЛС [57а, 57Ь] позво¬ 
лило использовать еще один маркер для генетического анализа 
(рг/рЛ). Были проведены трехфакторные скрещивания, в ко¬ 
торых помимо этого маркера использовались /s -мутации. Тео¬ 
ретически трехфакторное скрещивание должно иметь следую¬ 
щий вид: 

/sX~/sY + p, _ X ZsX + /sY _ p, + . 

Сегрегацию маркера рг определяли в реассортантном потом¬ 
стве генотипа /sX + /sY + . Оказалось, что рг сегрегирует с tsA 
в скрещиваниях tsAXtsD и независимо от /s -мутантных сегментов 
в скрещиваниях tsBxtsD и tsCXtsD. Эти результаты позволили 
картировать маркер р“ в одном сегменте с /s -мутациями груп¬ 
пы А. Позже было установлено, что эти мутации локализованы 
в сегменте М2, который кодирует полипептид рЛ. 

Чтобы точно локализовать /s -мутации, относящиеся к раз¬ 
ным группам реассортации, в определенных сегментах геном¬ 
ной РНК, обычно скрещивали is - мутантные вирусы типа 3 
с вирусами дикого типа серотипов 1 и 2. Затем анализировали 
реассортантное /5 + -потомство в полиакриламидном геле. Та¬ 
кие реассортанты всегда содержали тот сегмент РНК дикого 
типа, в котором у /s -мутанта локализована мутация [200, 
231, 232а]. 


Биологические исследования 
с реассортантами 

Реассортантные реовирусы служат мощным инструментом 
для определения генетической обусловленности различных 
свойств реовирусов. Если реовирусы двух серотипов различа¬ 
ются по биологическим свойствам, то для определения генетиче¬ 
ских основ этих различий можно использовать реассортанты, со¬ 
держащие различные комбинации генов исходных вирусов. Гено¬ 
тип реассортантов можно точно определить, используя данные по 
электрофоретической подвижности сегментов геномной РНК. Это 
позволяет установить происхождение каждого гена. Разные реас¬ 
сортанты можно клонировать из отдельных бляшек и выращи¬ 
вать независимо. При выборе реассортанта для биологических 
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исследований обычно ориентируются на предполагаемую функ¬ 
цию изучаемого гена (РНК-сегмента). Рассмотрим для просто¬ 
ты один конкретный пример. При изучении роли сегмента S1 
наиболее удобными были реассортанты ЗНА1 и 1НАЗ. У ЗНА1 
сегмент S1 происходил от реовируса типа 1, а остальные де¬ 
вять— от вируса типа 3. У реассортанта 1НАЗ, напротив, сег¬ 
мент S1 происходил от вируса типа 3, а остальные — от вируса 
типа 1. Если различия между реовирусами типов 1 и 3 опре¬ 
деляются сегментом S1, то реассортант 1НАЗ должен иметь 
серотип 3. И наоборот: ЗНА1, несмотря на то что он содержит 
девять генов вируса типа 3, должен обладать свойствами виру¬ 
са серотипа 1. Аналогичный подход пригоден и для анализа 
других генов реовирусов. 
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Репликация тогавирусов 

Милтон Дж. Шлезингер 1 


Тогавирусы относятся к числу наиболее простых животных 
вирусов, обладающих внешней оболочкой. Их геном состоит из 
одной плюс-цепи РНК (т. е. геном может служить в качестве 
мРНК и сам по себе инфекционен), которая заключена в бел¬ 
ковый капсид, состоящий из одинаковых молекул, упакован¬ 
ных в икосаэдрической конфигурации (гл. 3). Нуклеокапсид 
вирусной частицы заключен в липидный бислой, происходящий 
из мембраны клетки-хозяина. В этом бислое утоплены и высту¬ 
пают из него гликопротеины, кодируемые вирусным геномом. 
Кроме того, геном кодирует вирусный капсидный белок и не¬ 
большое число белков, участвующих в репликации вирусной 
РНК. 

Репликация начинается с прикрепления вируса к чувстви¬ 
тельной клетке и заканчивается почкованием нового вируса от 
мембраны хозяйской клетки. Между этими двумя событиями 
разворачиваются три основных этапа вирус-специфической био¬ 
логической активности: а) репликация генома, б) синтез и со¬ 
зревание вирусных структурных белков и в) сборка вируса. 
В настоящей главе мы подробно опишем биохимические детали 
различных этапов репродукции вируса. Хотя литература о реп¬ 
ликации тогавирусов довольно обширна, имеющиеся в настоя¬ 
щее время данные позволяют удовлетворительно объяснить 
только часть репликативного цикла. Эта глава не претендует 
на подробное описание литературных данных, и поэтому дета¬ 
ли читатель найдет в последних статьях, в которых обсужда¬ 
ются различные части репликативного цикла [19, 26, 52, 77, 84, 
85], а также в соответствующих главах книги «Тогавирусы» [74]. 

Сем. Togaviridae включает две основные подгруппы, альфа- 
вирусы и флавивирусы. Если по составу генома и структуре 

1 Milton J. Schlesinger, Department of Microbiology and Immunology, Wa¬ 
shington University School of Medicine, St. Louis, Missouri 63110. 
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вирионов они очень похожи, то в некоторых важных деталях 
репликативных циклов существенно различаются. О реплика¬ 
ции флавивирусов мы знаем немного, а то что известно, носит 
противоречивый характер. Поэтому в данной главе мы не бу¬ 
дем подробно обсуждать репликацию флавивирусов. Большая 
часть вирусов, классифицируемых как Togaviridae, размножа¬ 
ется и в членистоногих, и в позвоночных; в прошлом их назы¬ 
вали арбовирусами. Хотя культивирование тканей насекомых 
хорошо разработано, исследования репликации в них тогавиру- 
сов заметно задержались по сравнению с исследованиями в 
культурах клеток позвоночных. Между репликативными собы¬ 
тиями в этих двух системах имеются значительные различия; 
некоторые из них мы отметим ниже. 

Большая часть информации о репликации тогавирусов по¬ 
лучена при изучении двух близкородственных альфавирусов: 
вируса леса Семлики (SFV) и вируса Синдбис (SIN), растущих 
либо в культуре клеток почки новорожденного хомячка (ВНК), 
либо в первичных культурах куриных эмбрионов фибробла¬ 
стов (ФКЭ). 

Структура генома 

Полностью определена первичная структура генома SIN 
(49S-PHK) ([84], J. Н. Strauss, личное сообщение), а структура 
части генома, кодирующей структурные белки, опубликована 
как для SIN, так и для SFV [28, 63]. Именно этим данным мы 
обязаны тем, что имеем детальную информацию о тогавирусах. 
Геном содержит ~ 11,2 kb; его б'-конец копирован 7-метилгуано- 
зином, а З'-конец полиаденилирован. Отметим, что эти свой¬ 
ства характерны для большинства эукариотических мРНК. При 
репликации образуются дискретные виды субгеномных мРНК, 
состоящих из ~3700 нуклеотидов, последовательность которых 
идентична З'-концевой трети генома (см. рис. 21.2). Эти РНК 
также копированы и полиаденилированы и служат мРНК для 
структурных белков вируса. 

Геном флавивируса (вируса Западного Нила) также содер¬ 
жит 7-метилгуанозиновый кэп на б'-конце, но он не полиадени¬ 
лирован [13, 97]. Образование субгеномных мРНК при репли¬ 
кации флавивируса не доказано [100]; известно лишь, что вирус 
артериита лошадей образует более короткие РНК, чем геном¬ 
ная [92]. 

Начало цикла репликации — адсорбция 

Большая часть тогавирусов имеет широкий круг хозяев 
среди позвоночных и хорошо размножается в членистоногих, 
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которые служат переносчиками. Несмотря на значительные уси¬ 
лия, определенных данных о специфических клеточных рецеп¬ 
торах для этих вирусов [58] пока получить не удалось. В ряде 
работ показано, что некоторые поверхностные белки культиви¬ 
руемых клеток животных могут связываться с вирусами SFV 
или SIN [18, 54] и что обработка клеток протеазой губительно 
сказывается на адсорбции [23, 38, 78]. Адсорбция вируса на 
клетках сильно зависит от pH и ионной силы культуральной 
среды (при уменьшении того и другого параметра адсорбция 
усиливается) [61] и от соотношения ионных зарядов на поверх¬ 
ности вируса и клетки; последний фактор, по-видимому, играет 
наиболее важную роль [88]. Рецепторы, будь то белки, олиго¬ 
сахариды или липиды, могут влиять на плотность заряда на 
клеточной поверхности. Доказательства роли ионных сил во 
взаимодействии между вирусом и клеткой получены при попыт¬ 
ках «адаптировать» SIN к размножению в клетках мышиной 
миеломы [87]. Пассирование вируса, который до этого выращи¬ 
вали в фибробластах куриных эмбрионов, на мышиных клет¬ 
ках привело к отбору генетически стабильных вариантов с не¬ 
сколькими фенотипическими отличиями от родительского ви¬ 
руса. В частности, были изменены суммарный заряд вириона 
и изоэлектрическая точка двух белков вирусной оболочки. Эти 
различия зарядов существенны для усиления связывания виру¬ 
са с мышиными клетками, а изменение поверхностного заряда 
клеток мыши при добавлении гепаринсульфата облегчало свя¬ 
зывание «родительского» вируса, выращенного на фибробластах 
куриного эмбриона. Таким образом, изменения белков могут 
приводить к такому распределению плотности заряда, которое 
обеспечивает эффективную адсорбцию (на данных клетках). 

Хотя концепция уникального тогавирусного рецептора еще 
не подтверждена исчерпывающими экспериментальными дока¬ 
зательствами, имеются четкие данные, показывающие, что тога- 
вирусы используют для проникновения в некоторые клетки 
Fc -рецепторы. Для того чтобы это произошло, вирус должен 
связаться с каким-либо ненейтрализующим антителом [17, 62]. 
Не исключено, что адсорбция и проникновение через Fc -рецеп- 
торы имеют важные клинические последствия, особенно для 
таких тогавирусов, как вирус денге [17, 34]. 

Структурными компонентами вириона, необходимыми для 
адсорбции, являются гликопротеиновые выступы (пепломеры) 
на поверхности вирусной мембраны. У альфавирусов они со¬ 
стоят из двух основных полипептидов, называемых Е1 и Е2; 
у флавивирусов в них входит только один белок ѴЗ [68]. Хотя 
для поддержания общей структуры пепломера необходимы оба 
белка альфавирусов, инфекционность вируса нейтрализуют 
антитела только к одному из них (Е2) [16, 66]. Белок Е1 отно- 
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сится к гемагглютининам; он придает зараженным клеткам, так 
же как и вирионам, способность связывать и лизировать эри¬ 
троциты [105]. Антитела против детерминант Е1 блокируют 
гемагглютинацию, но не нейтрализуют вирус. Именно при таком 
связывании антител благодаря отсутствию нейтрализации про¬ 
исходит заражение с помощью Fc -рецептора, описанное выше. 


Проникновение вируса и раздевание 

Связавшись с мембраной чувствительных клеток, тогави- 
русы получают доступ в цитоплазму в результате эндоцитоза, 
который в норме происходит при поглощении комплексов рецеп¬ 
тор—лиганд [52, 55]. В ходе этого процесса связанный вирус 
накапливается во впячиваниях, которые подвергаются эндо- 
цитозу с образованием эндосом. Содержимое эндосом закис¬ 
ляется [90], благодаря чему создаются условия, запускающие 
слияние вирусной мембраны с мембраной эндосомы (рис. 21.1). 
Как полагают, слияние происходит из-за конформационных из¬ 
менений гликопротеинов вируса, индуцируемых низким pH 



Рис. 21.1. Путь проникновения тогавирусов в клетки при адсорбционном эндо- 
цитозе. После прикрепления к клеточной поверхности вирионы локализуются 
во впячиваниях клеточной мембраны (1), где они подвергаются эндоцитозу с 
образованием эндосом (эндоцитозных везикул) (2). При последующем измене¬ 
нии pH начинается слияние вирусной и эндосомной мембран (3), которое при¬ 
водит к освобождению нуклеокапсида в цитоплазму (4) и раздеванию геном¬ 
ной РНК (5). 
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внутри эндосомы [20]. Механизм этого «адсорбционного эндо- 
цитоза» при проникновении альфавирусов в клетки культуры 
подтверждают многочисленные факты. К ним относятся: а) не¬ 
способность связанного SFV вызывать зависящее от комплемен¬ 
та разрушение клеток, определяемое антителами (что указы¬ 
вает на быстрое исчезновение гликопротеинов вируса с поверх¬ 
ности клетки [22]); б) способность «лизосомотропных» аминов, 
которые поднимают pH в эндоцитозных везикулах, подавлять 
инициацию репликации вируса; это свидетельствует о том, что 
закисление везикул необходимо на ранних этапах репликации 
вируса; в) необходимость низких pH (от 5 до 6) для слияния, 
индуцируемого гликопротеинами SIN и SFV [91, 101, 102]; 
д) обнаружение вируса в эндоцитозных везикулах сразу после 
ухода с клеточной поверхности (что видно на микрофотогра¬ 
фиях процесса вхождения вируса в клетку [103]). Возможны и 
альтернативные пути, например в клетках членистоногих, где 
закисленные везикулы, видимо, не играют роли в инфекцион¬ 
ном процессе. Путь, определяемый рецепторами для Fc, вклю¬ 
чает механизм типа фагоцитоза и, по-видимому, в чем-то отли¬ 
чается от пути с участием эндоцитоза и рецепторов. Кроме того, 
при определенных условиях (низкий pH при высокой множест¬ 
венности заражения [22]) альфавирусы могут проникать в цито¬ 
плазму путем прямого слияния с плазматической мембраной, 
т. е. существуют клетки, для которых механизм эндоцитоза не 
является основным. 


Репликация вирусного генома 

Перенос генома из вирионов, находящихся в эндоцитозных 
везикулах, в цитоплазму открывает путь для дальнейших эта¬ 
пов вирусной репродукции, включающих трансляцию, реплика¬ 
цию и транскрипцию геномной РНК. Эти ранние биохимические 
события еще плохо изучены, и в настоящее время многое оста¬ 
ется на уровне догадок. Имеются, однако, сведения о структуре 
РНК SIN и SFV, опираясь на которые, можно попытаться вы¬ 
двинуть правдоподобную схему этих процессов. Вирионные РНК 
транслируются in vitro, и поэтому есть предварительная инфор¬ 
мация о некоторых белковых продуктах. Обычно считают, что 
структура нуклеокапсида альфа- и флавивирусов достаточно 
гибкая, чтобы обеспечить диссоциацию комплекса РНК—кап¬ 
сидные белки при вхождении РНК в цитоплазму после слия¬ 
ния оболочки эндосомы с оболочкой вириона. В случае SFV 
при низких значениях pH нуклеокапсид сжимается в диаметре 
примерно на 15 %, что может обеспечить раздевание РНК. 
Полагают, что для раздевания протеазная активность несуще- 



348 Глава 21 


- ¥7777V - 


* 7500 нуклеотидов I 


-p 4 - 


( 2 ) 


“CZZ3 (A) n 

\ 


p230 


p 2 70 


c4 


/ 


/i\/\ 

N560 + NS89 NS 76 (NS 72) 

I-1 I-1 I-1 i-1 


540ак 807 ак 549ак 610 ак 

Репликативные комплексы 


^ 3700 нуклеотидов 


С 

264ак 


9Р 62 рб 


55ак Е1 
43 9 ак 


■493 


■(А)„ 26S- 


ЕЗ Е2 
65ак 422ак 
Структурные белки 


Рис. 21.2. Организация и экспрессия генома альфавируса Синдбис (SIN). Обо¬ 
значения: светлый кружок — 5'-концевой 7-метилгуаниновый кэп; (А) п — 
З'-концевой poly (А); прямые стрелки, направленные вниз — участки инициа¬ 
ции белкового синтеза; прямые стрелки, направленные вверх, сплошные или 
штриховые — участки терминации; волнистые стрелки — пути процессинга по¬ 
липротеина; заштрихованные прямоугольники — нуклеотидные последователь¬ 
ности, строго консервативные у альфавирусов; NS — неструктурный белок; С— 
капсидный белок; gp62 —предшественник гликопротеина; рб — гидрофобная 
сигнальная последовательность Е1; Е1, Е2, ЕЗ — гликопротеины пепломера; 
ак — аминокислота. Цифры обозначают число аминокислот в зрелом белке (по 
данным о последовательности нуклеотидов). Число аминокислот для белков NS 
пока не подтверждено аминокислотным секвенированием. (Из ссылок [14, 84] 
и личное сообщение J. Н. Strauss.) 


ственна, хотя стоит отметить тот факт, что ее можно обнару¬ 
жить после обработки SIN дезоксихолатом. Предварительные 
результаты свидетельствуют о том, что протеазная активность 
связана с вирионным белком (М. Schlesinger, неопубликован¬ 
ные данные). 

Освободившись от капсидного матрикса, вирионная РНК 
функционирует как обычная клеточная мРНК. Наиболее веро¬ 
ятное место инициации трансляции — кодон AUG, расположен¬ 
ный на расстоянии 59 нуклеотидов от б'-концевого 7-метил- 
гуанинового кэпа (рис. 21.2). Получены достоверные данные 
о том, что этот участок является единственным местом связыва¬ 
ния рибосомы с интактной вирионной мРНК SIN и SFV [8, 12 JP 
32]. Трансляция происходит непрерывно на расстоянии пример¬ 
но 2/3 длины РНК с образованием четырех неструктурных 
полипептидов [84]. В этой области РНК встречаются два стоп- 
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кодона (рис. 21.2) [84а]. При завершении трансляции в участке 
S1 образуется белок с мол. массой 230 000, который подверга¬ 
ется протеолитическому процессингу по двум внутренним участ¬ 
кам (оба содержат последовательности глицин-аланин-аланин, 
причем расщепление происходит между аланинами) с образо¬ 
ванием NS60 (540 аминокислот), NS89 (807 аминокислот) и 
NS76 (549 аминокислот)—по порядку, начиная с N -конца 
230К-предшественника [14, 24]. В случае пропуска терминирую¬ 
щего кодона S1 трансляция продолжается до кодона S2 и обра¬ 
зуется 270К-предшественник, который дает три полипептид- 
ных продукта, упомянутых выше, плюс четвертый белок, NS72 
(~610 аминокислот). Терминирующий кодон S2 расположен 
сразу за 5'-концом субгеномной 26S-PHK. На расстоянии 6 и 
24 нуклеотида после S2 находятся два дополнительных терми¬ 
нирующих сигнала, гарантирующие прекращение трансляции 
далее в зону структурных белков. Формирование NS72, воз¬ 
можно, осуществляется через промежуточный предшественник 
150К. Образование NS72 определяется супрессией терминирую¬ 
щего участка S1; поэтому уровень данного белка отличается от 
уровня других продуктов генов неструктурных белков. К тому 
же образование NS72 не скоординировано по времени с обра¬ 
зованием других компонентов репликационного комплекса, и 
его появление может быть важным регуляторным сигналом для 
синтеза РНК. 

Трансляция in vitro 495-плюс-РНК SIN приводит к обра¬ 
зованию трех стабильных белков (N'S60, NS89 и NS76), а так¬ 
же короткоживущих предполагаемых предшественников с мол. 
массами 145, 155, 205 и 250К [14]. Белки с мол. массами 76К 
и 89К также обнаруживаются в виде неструктурных белков в 
клетках, зараженных SIN [14]. У SFV сходный набор полипеп¬ 
тидов обнаружен как in vivo, так и in vitro, но их молекуляр¬ 
ные массы оказались несколько иными [45], Порядок этих поли¬ 
пептидов, начиная с 5'-конца цепи, таков: NS70-NS86-NS60-NS72, 
а предшественники обозначаются как р270, р220, р 115 и р 135 
[48, 51]. 

Стабильные полипептиды, кодируемые вирусом, катализиру¬ 
ют репликацию и транскрипцию, которые, вероятно, происхо¬ 
дят на мембранах хозяйской клетки [15]. Можно представить 
себе следующую последовательность событий. На З'-полиаде- 
нилированном участке вирионной РНК начинается синтез РНК. 
Последовательность 19 нуклеотидов, прилегающих к участку 
poly (А), высококонсервативна у нескольких альфавирусов, и 
полагают, что она важна для связывания комплекса инициа¬ 
ции [59]. Предполагают также, что другой домен 495-плюс- 
РНК, состоящий из консервативного района длиной в 51 нук¬ 
леотид около 5'-конца (рис. 21.2), также играет роль в инициа- 
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Рис. 21.3. Альтернативные пути транскрипции и репликации РНК. Плюс-цепь 
геномной 49S-PHK связывается с полиоомами, в результате чего синтезируют¬ 
ся неструктурные белки ( 1 ). Последние способствуют синтезу минус-цепи 49S- 
РНК ( 2 ), которая может транскрибироваться с образованием плюс-цепей либо 
49S-PHK ( 3 ), либо 26S-PHK ( 5 ). Новая дочерняя плюс-цепь 49S-PHK может 
связываться с капсидом ( 4 ) или войти в состав полисом (4"); она может так¬ 
же служить матрицей для синтеза минус-цепей 49S-PHK (4'). Единственной 
функцией 26S-PHK является кодирование синтеза структурных вирусных бел¬ 
ков ( 6 ). При взаимодействии капсида с 49S-PHK образуется нуклеокапсид 

( 7 ). 


ции, поскольку 265-плюс-РНК, не служащая матрицей для син¬ 
теза минус-РНК, имеет ту же последовательность, что и З'-конец 
вирусной 49S-PHK [60]. Полимеризация при помощи РНК-за- 
висимой РНК-полимеразы дает полноразмерную минус-цепь 
РНК (рис. 21.3, реакция 2), которая затем служит матрицей 
для синтеза двух транскриптов. После инициации на З'-конце 
минус-цепи РНК в результате последующей полимеризации об¬ 
разуются новые полноразмерные 495-плюс-РНК. Инициация 
на внутренней консервативной последовательности длиной в 
21 нуклеотид, называемой связующим участком (рис. 21.2), и 
последующая реакция полимеризации приводят к образованию 
субгеномной 26S-MPHK (рис. 21.3, реакция 5). При добавле¬ 
нии QTP к Б'-концам и метилировании этого трифосфата плюс- 
цепи 49S- и 26S-PHK кэпируются. Таким образом, для репли¬ 
кации и транскрипции РНК кроме двух последних активностей 
{копирования и метилирования) требуются три «инициацион¬ 
ных» и одна «элонгационная» активность. В дополнение к это¬ 
му требуется протеаза для процессинга вирусного полипроте¬ 
ина и образования неструктурных белков. Для того чтобы 
катализировать эти реакции, имеются только четыре кодируе- 
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мых вирусом белка. Однако не исключено, что некоторые иден¬ 
тифицированные белки имеют более чем одну каталитическую* 
активность, например инициация может осуществляться полиме¬ 
разой. В настоящее время нет достаточной информации, для 
того чтобы приписать эти активности определенным неструктур¬ 
ным белкам (см. ниже). Известно лишь, что у вируса западного* 
энцефаломиелита лошадей одна ферментативная функция (нук- 
леотидгидролазная) связана с неструктурным белком [40]. 

Скорее всего в репликационно-транскрипционном процессе 
принимают участие белки хозяйской клетки. В клетках позво¬ 
ночных тогавирусы могут реплицироваться в отсутствие актив¬ 
ности ядра, что доказывается отсутствием подавления реплика¬ 
ции в безъядерных клетках или размножением в клетках, обра¬ 
ботанных актиномицином D. Однако в репликации могут 
принимать участие предсуществующие клеточные белки и 
мРНК. Продолжительное подавление синтеза РНК клетки ведет 
к подавлению репликации SIN [2]. В клетках членистоногих 
для репликации SIN нужна активность ядра [21, 72]. Кроме 
того, существуют интересные данные о том, что в некоторых 
дефектных интерферирующих частицах SIN РНК содержат на 
5'-конце последовательность, частично сходную с клеточной 
tPHK Asp [56]. Выдвинуто предположение, что такая тРНК — 
воможно, в сочетании с аминоацил-тРНК-синтетазой или бел¬ 
ковым фактором элонгации — служит в качестве затравки для 
синтеза РНК. Поскольку в обычной вирусной РНК тРНК не^ 
обнаруживается, вероятно, она удаляется при полимеризации,, 
возможно, под действием упомянутой выше нуклеотидгидролазы. 

После первичной трансляции 49S-PHK и последующего об¬ 
разования матрицы минус-РНК появляется ряд «конкурирую¬ 
щих» активностей, схематически проиллюстрированный на* 
рис. 21.3. Минус-РНК может быть транскрибирована либо с 
З'-конца с образованием 495-плюс-РНК, либо на внутреннем 
участке с образованием субгеномной 265-плюс-РНК. Когда 
количество инициирующих комплексов лимитировано, связую¬ 
щий участок для синтеза 26S-PHK эффективно конкурирует с 
участком для инициации 49S-PHK и ограничивает доступ к не¬ 
му. 495-плюс-РНК может: связаться с рибосомами и транслиро¬ 
ваться с образованием дополнительных количеств неструктур¬ 
ных белков (реакция 4" на рис. 21.3), связаться с репликатив¬ 
ным комплексом и транскрибироваться с образованием новых 
минус-цепей матрицы (реакция 4' на рис. 21.3) или же свя¬ 
заться с капсидными белками для упаковки в нуклеокапсид, 
когда появится достаточное количество структурных белков 
(реакция 4 на рис. 21.3). Каким образом регулируется ее функ¬ 
ционирование — неизвестно, но скорее всего в этой регуляции^ 
важную роль играют капсидные белки. 
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Существует временная регуляция синтеза различных вирус¬ 
ных РНК. Синтез как плюс-, так и минус-цепей РНК увеличи¬ 
вается в течение первых 3—3,5 ч после заражения. Затем син¬ 
тез минус-цепей останавливается, тогда как синтез 49S- и 26S- 
плюс-РНК продолжается с относительно постоянной скоростью. 
В течение всего цикла размножения 26S-PHK присутствует в 
трехкратном молярном избытке по сравнению с 49S-PHK, но, 
поскольку большая часть последней находится в нуклеокапси- 
дах, соотношение 26S- и 49S-PHK в полисомах равно пример¬ 
но 10 : 1. Не удивительно, что практически все обнаруживаемые 
в клетке вирус-специфические белки относятся к структурным 
белкам, синтезирующимся на матрице 26S-PHK. Кроме этого 
неструктурные белки, кодируемые 49S-PHK, в основном синте¬ 
зируются в начале инфекционного цикла, когда синтез белков 
клетки еще не подавлен и поэтому их довольно трудно обна¬ 
ружить и выделить. 

Чтобы изучить процесс репликации альфавирусной РНК, 
проведены многочисленные исследования с использованием тем¬ 
пературочувствительных мутантов по синтезу вирусных РНК. 
На основе данных генетического комплементационного анализа 
и исследования различных видов РНК, выделенных из клеток, 
зараженных этими мутантами, постулировано наличие четырех 
различных функций [84, 85]. Комплементационные группы А и 
G связываются с синтезом плюс-цепей 49S- и 26S-PHK. Однако 
мутанты группы А также дефектны по нормальному отключе¬ 
нию синтеза минус-цепей 49S-PHK [70], и, кроме того, в них 
накапливается неструктурный полипротеин с мол. массой 
~200К [10]. Мутанты комплементационных групп В и F пре¬ 
кращают образование минус-цепей 49S-PHK при переносе в 
условия с непермиссивной температурой. У мутантов группы F 
синтез плюс-цепей 49S- и 26S-PHK также останавливается; 
предполагают, что белок, дефектный у этих мутантов, имеет 
полимеразную активность (участвующую в элонгации). Функ¬ 
ция, дефектная у мутантов группы В, связана с синтезом ми¬ 
нус-, но не плюс-цепей РНК, и соответствующий генный про¬ 
дукт лабилен [69]. 

Предприняты попытки соотнести конкретные полипептиды и 
функции отдельных комплементационных групп, например ген 
G с белком NS60, ген А с белком NS89 [24], ген F с белком 
NS76 (предполагаемая полимераза), ген В с белком NS72. 
Однако до тех пор пока не будут очищены индивидуальные 
белки, а к ним приготовлены антитела и разработаны соот¬ 
ветствующие системы для исследования различных активностей 
in vitro, трудно различать собственно специфическую активность 
белка и регулирующую активность. 
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Синтез структурных белков вируса: 
трансляция субгеномной РНК 

Новообразованные структурные белки обнаруживаются в 
цикле репликации альфавирусов довольно рано (через 2 ч). Эти 
полипептиды появляются в результате нескольких протеолити¬ 
ческих расщеплений полипротеина, протекающих в основном по 
мере трансляции субгеномной 26S-MPHK. Гены, кодирующие 
основные структурные белки, расположены в направлении 
б'-^З' в следующем порядке: ген капсидного белка, ген белка 
р62 (Е2), ген белка Е1. При их последовательной экспрессии 
сначала происходит транскрипция, инициированная на внутрен¬ 
нем участке минус-цепи 49S-PHK, с образованием копирован¬ 
ной и метилированной 26S-MPHK, а затем связывание с рибо¬ 
сомами при помощи кодона AUG, находящегося на расстоянии 
~50 нуклеотидов от кэпа (рис. 21.2). Этот кодон является 
единственным участком на 26S-PHK, где происходит эффектив¬ 
ная инициация трансляции; в интактной 495-плюс-мРНК он не 
функционирует. Трансляция происходит непрерывно на протя¬ 
жении ~3000 нуклеотидов до участка терминации, находяще¬ 
гося на расстоянии 264 нуклеотида (для SIN) или 322 нуклео¬ 
тида (для SFV) от 3'-концевой последовательности poly (А). 
Однако интактный полипротеин с мол. массой ~ 130 000, коди¬ 
руемый этой открытой рамкой, образуется только при зараже¬ 
нии клеток ^-мутантом по комплементационной группе С. 
В обычных условиях этот полипротеин расщепляется до завер¬ 
шения синтеза [7, 104] (рис. 21.4). 

Первое котрансляционное расщепление происходит по связи 
триптофан—серин у 265-го аминокислотного остатка для SIN 
(269-го для SFV), в результате чего из полисомы освобожда¬ 
ется капсидный белок. Существуют данные о том, что эта связь 
расщепляется автокаталитически протеазой, кодируемой геном 
капсидного белка [1]. В центральном участке капсидного поли¬ 
пептида обнаружена аминокислотная последовательность 
Gly-Asp-Ser-Gly, которая имеется у некоторых сериновых про¬ 
теаз и, возможно, обеспечивает химотрипсиноподобную актив¬ 
ность, постулируемую для этого белка. На рибосомах были 
обнаружены новосинтезированные капсидные полипептиды 
[31, 81], которые быстро взаимодействовали с плюс-495-РНК 
с образованием нуклеокапсида [43]. Пул свободных капсидных 
белков мал, если он вообще существует. 

По мере продолжения трансляции за участок расщепления 
протеазой образуется гидрофобная «сигнальная последователь¬ 
ность», которая, возможно, взаимодействует с небольшим кле¬ 
точным рибонуклеопротеиновым комплексом. Предполагают, 
что при этом облегчается связывание некоторых клеточных 
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Поверхность 



Рис. 21.4. Протеолитический процессинг альфавирусных структурных белков 
при трансляции связанной с мембранами 26S-MPHK. Капсидный белок отде¬ 
ляется в результате аутопротеолиза и образует нуклеокапсид; впоследствии 
нуклеокапсид соединяется на клеточной поверхности с гликопротеинами, ко¬ 
торые были встроены в мембрану ЭР и транспортированы через аппарат Гольд¬ 
жи к клеточной поверхности. Наполовину темный, наполовину заштрихован¬ 
ный прямоугольник — сигнальная последовательность; полностью заштрихован¬ 
ный прямоугольник — гидрофобная последовательность. 


мРНК с мембранами эндоплазматического ретикулума (ЭР) 
и инициируется трансмембранный переход полипептидов в про¬ 
свет ЭР [93, 94]. На этой стадии трансляции в просвет ЭР пере¬ 
ходит белок р62 (Е1 + Е2) [7]. Интересно, что сигнальная по¬ 
следовательность р62 не отщепляется сигнальной пептидазой 
клетки (сигналазой), связанной с этим комплексом. Аминокон¬ 
цевая последовательность р62 оказывается в просвете ЭР, где 
олигосахариды, связанные с долихолом, переносятся на аспара¬ 
гиновый остаток в положении 14. Аминоконцевой серин р62 
ацетилируется на какой-то стадии биосинтеза [4]. В ходе про¬ 
должающейся трансляции р62 выталкивается в просвет до тех 
пор, пока не синтезируется серия сильно гидрофобных после¬ 
довательностей (рис. 21.4). У р62 SIN первая такая последо¬ 
вательность начинается с аминокислоты 437 и продолжается 
на 26 остатков; она служит в качестве трансмембранного доме¬ 
на, заякоривающего белок в мембране [25, 65]. Предполагают, 
что вторая гидрофобная последовательность из 22 аминокислот 
образует часть цитоплазматического «хвоста», который нахо¬ 
дится на карбоксильном конце р62 и взаимодействует с нук- 
леокапсидом [25, 27]. Белок р62 отделяется от растущей поли¬ 
пептидной цепи протеазой, расщепляющей связь аланин — глу¬ 
таминовая кислота (аланин — аланин для SFV). В процессе 
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продолжающейся трансляции 26S-MPHK, связанной с мембра¬ 
ной, образуется третья сильно гидрофобная последовательность, 
состоящая из 55—60 аминокислот (6К-белок [96] на рис. 21.4) 
и, как полагают, служащая сигналом для прикрепления глико¬ 
протеина El к мембране ЭР [36], Эта последовательность от¬ 
щепляется от Е1 по связи аланин — тирозин. Два протеолити¬ 
ческих расщепления, требующихся для образования белка 6К, 
возможно, осуществляются сигналазами, связанными с нуклео- 
протеиновым сигнальным комплексом клетки. В результате по¬ 
следнего котрансляционного протеолитического расщепления 
белок Е1 векторно переносится в просвет ЭР. Перенос останав¬ 
ливается на гидрофобной последовательности длиной 23—32 ос¬ 
татка, прилегающей к последовательности аргинин — аргинин, 
которая является карбоксильным концом Е1, остающимся на 
цитоплазматической поверхности мембраны ЭР. Как и в слу¬ 
чае р62, олигосахариды присоединяются к Е1 в ходе белкового 
синтеза в просвете ЭР [76]. 

Вскоре после завершения синтеза Е1 новообразованные гли¬ 
козилированные трансмембранные р62 и Е1 взаимодействуют 
с образованием гетеродимера и вместе движутся к плазмати¬ 
ческой мембране клетки [35, 42, 106]. 

Созревание и транспорт вирусных глинопротеинов 

После синтеза и до того момента, когда вирусные глико¬ 
протеины начинают собираться в вирионы, происходит ряд 
модификаций. Во-первых, модифицируются олигосахаридные 
цепи, причем их модификация зависит от клетки-хозяина [46]. 
В белке р62 присутствуют три олигосахаридные цепи, а в белке 
El SIN две (в белке El SFV только одна олигосахаридная 
цепь). Эти модификации включают отщепление остатков глю¬ 
козы и маннозы и добавление галактозы, N -ацетилглюкозами- 
на, фукозы и сиаловых кислот [47] (рис. 21.5). Вероятно, они 
влияют на конформацию гликопротеинов и играют важную 
роль на начальных стадиях сворачивания белка. И хотя эти 
изменения могут облегчать транспорт через органеллы, они не 
необходимы для этого процесса [30]. Во-вторых, происходит 
протеолитическое расщепление гликопротеина р62 с образова¬ 
нием ЕЗ и Е2. Оно осуществляется трипсиноподобной актив¬ 
ностью, расщепляющей по связи агринин — серин. В SFV домен 
ЕЗ остается связанным с гликопротеиновым комплексом, тогда 
как в SIN он теряется [37]. В-третьих, описаны два типа аци¬ 
лирования этих белков. Один состоит в ацетилировании N-koh- 
цевой аминокислоты р62 [3J; второй включает присоединение 
остатков длинноцепочечных жирных кислот [75], вероятно, в 
количестве от одного до двух на Е1 и от трех до шести на 
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Рис. 21.5. Основной путь процессинга олигосахаридов, связанных с аспараги¬ 
ном. Этап 1 происходит в ЭР, этапы со 2-го по 4-й происходят в цис-Гольджи, 
этап 5 — в транс-Гольджи. R — GIcNac pl-HGlcNac; М — манноза; G — глюко¬ 
за; GIcNac — N -ацетилглюкозамин; SA — сиаловая кислота; Gal — галактоза. 


р62—Е2. Длинноцепочечные жирные кислоты связываются с 
белками по их С-концевым доменам [65], но конкретные амино¬ 
кислоты, этерифицированные остатками жирных кислот, неиз¬ 
вестны. Большая часть жирных кислот на р62 и Е2 быстро 
гидролизуется гидроксиламином при нейтральном pH. Их нет 
в укороченном белке, образующемся при протеолитическом гид¬ 
ролизе цитоплазматических участков. Эти результаты позволяют 
предположить, что тиоэфиры с жирными кислотами образуются 
при участии цистеиниловых остатков, входящих в состав цито¬ 
плазматического домена р62 [54а]. 

Все эти модификации происходят по мере того, как белки 
движутся от мембраны ЭР через аппарат Гольджи к плазмати¬ 
ческой мембране клетки [33, 67, 89]. Олигосахаридные модифи¬ 
кации происходят в ЭР и аппарате Гольджи. Ацилирование 
жирными кислотами идет, вероятнее всего, в ЭР, а протеоли¬ 
тическое превращение р62 в Е2 и ЕЗ — в пузырьках Гольджи 
[6] И, возможно, также в плазматической мембране. Модифика¬ 
ции катализируются клеточными ферментами; аналогичные 
посттрансляционные изменения претерпевают невирусные кле¬ 
точные гликопротеины и секретируемые белки. Как указы¬ 
валось выше, олигосахариды влияют на конформацию белка» 
Не исключено, что ацилирование жирными кислотами повы¬ 
шает стабильность белка в мембране и существенно влияет 
на образование участков взаимодействия между гликопротеи¬ 
нами и нуклеокапсидом или на расположение соответствующих 
липидов вокруг этих белков [73]. Протеолитическое превраще- 
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ние р62 в Е2 существенно для освобождения вируса из клетки 
[9, 42]. По-видимому, ни одна из этих модификаций сама по' 
себе не является сигналом для сортировки и транспорта моле¬ 
кул между мембранами. Не является сигналом для сортировки 
и транспорта в плазматическую мембрану и 33-аминокислотный 
цитоплазматический домен р62/Е2. Используя технику реком¬ 
бинантных ДНК, путем делетирования последовательностей из 
кДНК-копии гена, кодирующего гликопротеин Е2 SFV, удалось 
создать четыре различных ее варианта [27а]. Когда делетиро- 
ванные кДНК вводили в клетки ВНК, они транскрибировались 
и транслировались с образованием белков, у которых были из¬ 
менения в аминокислотных последовательностях на карбок¬ 
сильном конце. В четырех синтезированных вариантах сохраня¬ 
лись старые последовательности (длиной от 3 до 15 остатков 
в разных вариантах) и появлялись новые (длиной от 9 до 21 
аминокислоты). Несмотря на довольно сильные изменения в 
первичной структуре, все четыре варианта белков были обна¬ 
ружены на плазматической мембране клеток, а время, требуе¬ 
мое для достижения ими плазматической мембраны, сущест¬ 
венно не менялось. 

Для большинства культивируемых клеток наблюдается 
25-минутный лаг-период между окончанием синтеза гликопро¬ 
теина и его появлением на поверхности клетки. По-видимому, 
примерно половину этого времени белок находится в каких-то 
областях ЭР — олигосахариды остаются в высокоманнозном со¬ 
стоянии, и белки не ацилируются жирными кислотами [75]. 
Однако после транспорта в аппарат Гольджи белки быстро 
перемещаются на клеточную поверхность, где они взаимодейст¬ 
вуют с нуклеокапсидом. 


Сборка и почкование вируса 

На конечных этапах репликации тогавирусов в результате 
воссоединения трех структурных элементов — нуклеокапсида, 
липидного бислоя и гликопротеиновых пепломеров (рис. 21.4) — 
образуется вирион. У альфавирусов, реплицирующихся в клет¬ 
ках позвоночных, процесс сборки происходит в основном на 
плазматической мембране зараженных клеток [71, 77, 79]. Как 
описывалось выше, гликопротеины попадают в мембрану по 
тому же пути, который клетка обычно использует для транс¬ 
порта поверхностных рецепторов и (или) секретируемых белков. 
Нуклеокапсиды образуются в цитоплазме при связывании 
плюс-цепи 49S-PHK с новообразованными капсидными поли¬ 
пептидами [99]. Известна лишь одна посттрансляционная моди¬ 
фикация, затрагивающая капсидный белок: ацетилирование 
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N -концевой аминокислоты [3]. Местом связывания с нуклеино¬ 
вой кислотой может служить аминоконцевой домен капсидного 
белка, богатый лизином, аргинином и пролином [5]. Обнаружен 
предполагаемый рибонуклеопротеиновый предшественник с ко¬ 
эффициентом седиментации 90S, однако изометрическая струк¬ 
тура образуется только в присутствии генома [99]. Другие де¬ 
тали образования нуклеокапсида в настоящее время неиз¬ 
вестны. Предполагают, что белок нуклеокапсида имеет на кар¬ 
боксильном конце домен, который связывается с цитоплазма¬ 
тическими доменами мембранного гликопротеина Е2. Вероятно, 
это взаимодействие типа рецептор—лиганд запускает конечный 
процесс почкования. Считают, что к этому моменту гликопро¬ 
теины собираются в микроскопления на поверхности клетки или 
даже (заранее) на внутренних везикулах, направляющихся 
к поверхности. Образование Е2 и ЕЗ из р62, возможно, стиму¬ 
лирует этот процесс. При переходе р62 в Е2 происходит зна¬ 
чительное изменение конформации, и взаимодействие с Е1 уси¬ 
ливается [64]. Нуклеокапсиды узнают эти скопления и связы¬ 
ваются с ними. Присоединение дополнительных гликопротеинов 
к соответствующим участкам на нуклеокапсиде составляет 
механизм обволакивания мембраны вокруг сферических нук- 
леопротеиновых частиц. Достраивание мембраны до целиком 
обволакивающей нуклеокапсид приводит к освобождению вири- 
она. В целом липидные составы мембран вируса и клетки очень 
сходны [39]; вместе с тем имеются указания на то, что вирус¬ 
ный гликопротеин в некоторой степени влияет на состав мем¬ 
браны [53]. 

В клетках ВНК и CEF почти все гликопротеины, обнару¬ 
живаемые на поверхности клетки, иммобилизованы в скопле¬ 
ниях в местах почкования вируса, т. е. свободных гликопротеи¬ 
нов почти нет [41]. Это послужило основой для гипотезы о том, 
что на конечных этапах движения гликопротеинов к поверх¬ 
ности клетки нуклеокапсид связывается с ними на внутренних 
везикулах, где происходит внутреннее почкование. У флави¬ 
вирусов внутренние везикулы, видимо, служат основным местом 
сборки и почкования [49]!; интактные, покрытые мембраной 
вирусы секретируются затем из этих внутренних органелл. Но 
механизм почкования флавивирусов в некоторой степени отли¬ 
чается от рассмотренного выше, поскольку, как предполагают, 
один из структурных белков флавивирусов VI образует внут¬ 
ренний матрикс, выстилающий липидный бислой. Сборка тога- 
вирусов в клетках членистоногих также несколько отличается 
от таковой в клетках позвоночных. В зараженных тогавиру- 
сами клетках членистоногих наблюдается некоторая везикуляр¬ 
ная компартментализация областей, где происходит реплика¬ 
ция вируса. В этих клетках не наблюдается поверхностного 
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почкования; полагают, что обволакивание вириона внешней 
оболочкой происходит в вакуолях, которые затем секретиру¬ 
ются из клетки. 

Репликация флавивирусов 

По сравнению с большим объемом детальной биохимиче¬ 
ской информации об альфавирусах наши знания о других 
группах тогавирусов скудны. Это приходится признать с боль¬ 
шим сожалением, поскольку флавивирусы — гораздо более 
опасные патогены, чем альфавирусы. Последнее обстоятельство 
сыграло свою роль в сдерживании серьезных исследований 
этих вирусов. Кроме того, большинство флавивирусов растет 
в культуре ткани намного медленнее, чем альфавирусы, и дает 
намного меньше вирионов. Поэтому трудно получить достаточ¬ 
ные количества вирионной РНК и белков для проведения опы¬ 
тов, аналогичных описанным для SIN и SFV. Однако ясно, что 
в клетках, зараженных флавивирусами, субгеномные мРНК не 
накапливаются, и само их существование находится под вопро¬ 
сом [97]. Результаты исследования вируе-специфического бел¬ 
кового синтеза in vivo и in vitro привели к предположению, что 
у флавивирусов может быть лишь одна мРНК, имеющая не¬ 
сколько точек инициации трансляции [100]. Эта схема является 
принципиально новой для экспрессии генов эукариотической 
клетки, но чтобы доказать ее, необходимы более точные сведе¬ 
ния. В опытах in vitro обнаруживается белок — предшествен¬ 
ник основных структурных белков V2 и ѴЗ, и только Ѵ2 оказы¬ 
вается меченным по аминоконцу N -формилметионином [86, 98]- 
В дополнение к трем известным структурным белкам иденти¬ 
фицировано несколько полипептидов в качестве неструктурных 
вирус-специфических белков. Процессинг полипротеиновых 
предшественников, по-видимому, не является основным путем 
созревания флавивирусных белков. 

Взаимодействие вируса с клеткой хозяина 

Заражение пермиссивных клеток позвоночных альфавиру- 
сами быстро приводит к образованию дочернего вируса. Латент¬ 
ный период, когда не обнаруживается никакого инфекционного 
материала, продолжается примерно 2—3 ч, а максимальный 
выход вируса (от 100 до 1000 БОЕ/клетка) наблюдается между 
5 и 8 ч после заражения. В клетках членистоногих латентный 
период дольше (~5—6 ч), а выход достигает максимума 
через 14—24 ч после заражения [83]. Флавивирусы в клетках 
позвоночных имеют значительно более длинный латентный 
период (~12 ч), а максимальные выходы вируса, значительно 
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меньшие, чем у альфавирусов, достигаются через 24—30 ч 
после заражения. Молекулярная основа этих различий между 
типами клеток и вирусов неизвестна. 

Для всех клеток, за исключением клеток членистоногих, 
репликация тогавирусов является летальным событием. При 
этом в клетке почти полностью подавляется синтез макромоле¬ 
кул и очень быстро блокируется функционирование 
Na/K -АТРазы [29]. Однако известны многочисленные хорошо 
документированные случаи, когда устанавливается персистент¬ 
ная инфекция. Большинство из них характеризуется низким со¬ 
держанием вируса или дефектными формами вирусного генома. 
Некоторые из дефектных вирусов фенотипически проявляются 
как температурочувствительные мутанты или мутанты по типу 
бляшек. Другие имеют свойства дефектных интерферирующих 
(ДИ) частиц [11, 95]. ДИ-частицы представляют собой обыч¬ 
ный продукт большинства систем вирус—клетка; они содержат 
делеционный вариант вирусного генома, в котором сохраня¬ 
ются участки, необходимые для репликации нуклеиновой кис¬ 
лоты и ее упаковки в вирионы. У большинства ДИ-частиц нор¬ 
мальные последовательности генома перетасованы, но в то же 
время определенные области сохраняются. У SFV и SIN по¬ 
следние состоят из З'-конца и последовательности около 5'-кон- 
ца РНК [44, 55, 57, 82] (рис. 21.2). Наиболее интересная по¬ 
следовательность недавно обнаружена у двух ДИ-РНК SIN. 
На 5'-конце РНК этих ДИ-частиц последовательности практи¬ 
чески идентичны tPHK Asp клеток крысы [57]. Возможное зна¬ 
чение этой структуры обсуждалось ранее в связи с реплика¬ 
цией РНК. В присутствии ДИ-РНК репликация нормальной 
вирусной РНК подавлена и репликация вируса оказывается 
угнетенной. При этом инфекция становится намного менее 
цитопатической и клетки могут выжить. Персистентная инфек¬ 
ция такого типа обычно оказывается временной; она заканчи¬ 
вается либо полным «излечением» (т. е. потерей всей вирусной 
генетической информации), либо самопроизвольным «кризи¬ 
сом» с обильной продукцией вируса и цитопатическим дейст¬ 
вием. Эти состояния имитируют некоторые вирусные заболева¬ 
ния (хотя в последних важную роль в подавлении размножения 
вируса играют иммунные защитные механизмы), а иногда, воз¬ 
можно указывают на существование необычных типов патоген¬ 
ности. 
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Глава 22 


Репликация аренавирусов и буньявирусов 

Дэвид Бишоп 1 


Сем. Arenaviridae — одно из самых немногочисленных среди 
РНК-содержащих вирусов; в него входит 14 представителей. 
В противоположность этому сем. Bunyaviridae — самое пред¬ 
ставительное и насчитывает более 200 отдельных серотипов, 
подтипов и вариантов вирусов [25—27, 33, 127, 190, 191, 228}. 
Помимо нескольких неклассифицированных вирусов в него вхо¬ 
дят четыре рода: Bunyavirus , Nairovirus , Phlebovirus и Uukuvi - 
rus [33]. Однако эта классификация в будущем может изме¬ 
ниться, поскольку недавний анализ нуклеотидных последова¬ 
тельностей поставил вопрос о том, достаточно ли близка 
стратегия репликации этих вирусов (например, буньявирусов 
и флебовирусов), чтобы помещать их в одно семейство. В на¬ 
стоящей главе, однако, мы будем рассматривать их как пред¬ 
ставителей одного семейства. 

Хотя в последние годы при использовании генетических* 
молекулярных и клеточных подходов был достигнут значитель¬ 
ный прогресс в понимании процессов репликации аренавирусов 
и буньявирусов [41, 165], в наших знаниях остаются существен¬ 
ные пробелы, которые предоставляют широкое (поле деятель¬ 
ности. В этой главе после краткого описания семейств и харак¬ 
теристики входящих в семейства и роды вирусов будут рас¬ 
смотрены процессы репликации отдельных представителей 
Bunyaviridae и Arenaviridae. 

Семейство Bunyaviridae 

Прототипом вирусов сем. Bunyaviridae является переноси¬ 
мый комарами вирус Буньямвера, впервые выделенный в Цент¬ 
ральной Африке [25, 228]. Этот вирус служит также прототипом 

1 David Н. L. Bishop , NERS Institute of Virology, Oxford, 0X1 3SR, United 
Kingdom. 
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серогруппы, члены которой обнаруживаются в ограниченных 
очагах по всему миру (серогруппа Буньямвера), а также про¬ 
тотипом рода Bunyavirus [25, 33]. Как показано в табл. 22.1, 
род Bunyavirus состоит из ~ 16 серогрупп, включающих 
~150 серотипов, подтипов и вариантов вирусов. 

Известны также три других рода сем. Bunyaviridae: Phle- 
bovirus (см. табл. 22.2), Nairovirus (см. табл. 22.3), и Uukuvi- 
rus (см. табл. 22.4). Прототипами этих родов служит соответ¬ 
ственно вирус москитной неапольской лихорадки (SFN), вирус 
крымской геморрагической лихорадки (КГЛ-Конго) [33] и ви¬ 
рус Уукуниеми. Кроме того, существует пять серогрупп виру¬ 
сов (Бакау, Хантаан, Каисоди, Мапутта и Иогуэ), а также 
11 вирусов, которые в настоящее время рассматривают как 
потенциальных членов семейства (см. табл. 22.5). Будут ли 
эти вирусы когда-либо включены в данное или другое семей¬ 
ство (возможно, новое), пока неясно. 

Свойства вирусов, которые включены в семейство Bunyavi¬ 
ridae или рассматриваются в качестве кандидатов в члены 
этого семейства, таковы: 

1. Вирусы размером 90—100 нм в диаметре имеют оболочку, 
чувствительную к растворителям липидов. 

2. Вирусные частицы содержат три внутренних нуклеокапсида, 
каждый из которых состоит из нуклеокапсидного белка, 
уникальной одноцепочечной геномной РНК и фермента 
транскриптазы. 

3. Вирусы имеют внешний гликопротеиновый слой, содержа¬ 
щий типоспецифические антигены. 

4. Морфогенез вируса включает почкование в вакуоли и пу¬ 
зырьки аппарата Гольджи зараженной клетки. 

5. Вирусы обладают способностью к генетическому взаимо¬ 
действию с некоторыми серологически родственными виру¬ 
сами; при этом образуются рекомбинантные вирусы за счет 
реассортации фрагментов генома. 

Схема вириона буньявируса приведена на рис. 22.1. В от¬ 
личие от членов трех других семейств вирусов с минус-РНК 
(Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae и Rhabdoviridae) члены 
Bunyaviridae не содержат внутреннего матриксного белка. Эти 
вирусы отличаются от всех других вирусов животных местом 
созревания (аппарат Гольджи) и тем, что их геном содержит 
три сегмента РНК [41], Аренавирусы также не содержат мат¬ 
риксного белка, но почкуются от плазматической мембраны 
[160]. У поверхностных гликопротеинов вирусов этого семейства 
не обнаружено каких-либо ферментативных функций (напри¬ 
мер, нейраминидазной активности). Хотя многие из этих виру¬ 
сов агглютинируют эритроциты, они не имеют столь выражен- 



Таблица 22.1. Серологическая классификация вирусов рода Bunyavirus сем. 
Bunyaviridae 


Группа Анофелесѣ 

Анофелес А 
СоАг 3624 2 > 
СоІАп 57389 2 > 
Лас Малойас 
Лукуни 
Тромбетас 2) 

Такаиума 

Н-32580 2 > 
SPAr 2317 2 > 
(Вирджин 
Ривер) 

СоАг 1071 2 > 
(СоАг 3627 2 )) 

Группа Анофелес 


Анофелес Б 
Борацейа 

Группа Буньямве- 


Группа Бвамба 

Бвамба 

Понгола 

Группа С 

Карапару 

Карапару 
(ВеН5546 2)) 
Тринидад 2) 
Осса 
Апеу 
Винцес 
Бруконха 2) 
Мадрид 
Маритуба 

Мурутуку 
Рестан 
Непуйо 
(63U11 2)) 
Гумбо-Лимбо 
Орибока 

Итакуи 


Буньямвера 

Батаи (Кало- 
во) 

Бирао 

Долина Каш 
(Тлакотал- 
пан) 

Магуари 
(CbaAr 426 2) ) 
Плайас 


Ксингу 2) 
Джермистон 
Илеша 
Локерн 
Норсуэй 
Санта Роза 
Шокве 2) 
Тенсо 
Каири 

Мэйн Дрэйн 
Вьеомийа 
Анхемби 


(ВеАг 3 1 42 06 2) , 
ВеАг 328208 2 )) 
Макауа 2 ) 
Соророка 
Таиаосуи 2) 


Калифорнийская 

группа 

Калифорнийский 

энцефалит 

Инкоо 

Ла Кросс (ви¬ 
рус зайца- 
беляка) 

Сан Анджело 
Тягиня (Лум- 
бО 2)) 

Мелао 
Кейстон 
Джеймстаун 
Каньон 
(Саус Ри¬ 
вер 2 ), 
Джерри 
Слаф) 

Серра до На- 
вио 

Тривиттатус 

Гуароа 

Группа Капим 

Капим 

Акара 


Группа Капим 

Группа Патоис 

Морише 

Беневидес 

БушБуш 

Бенфика 
GU71U344 2) 
Хуан Диас 
Гуаяра 

(GU71U350 2) ) 

Патоис 

Абрас 
Бабахойо 
Шарк Ривер 
Зегла 

Пахайоки 

Группа Симбу 

Группа Гамбоа 

Симбу 

Акабане 

Гамбоа 

Пуэбло Вьехо 
(75-2621 2 )) 
Алайуела 2) 

Сан Хуан 
(78Ѵ2441 2), 
75Ѵ-2374 2 >) 

Группа Гуама 

Яба-7 2) 
Мансанилья 

Ингвавума 

Инини 

Мермет 

Баттонвиллоу 

Нола 

Оропуче 

Фасей Пэд- 
док 2) 
Утинга 

Утив 2) 

Сабо 

Тинароо 

Сатупери (Дуг¬ 
лас) 

Шамонда 

С а нго 

Питон 

Щуни 

Аино (Каика- 
лур, Сам- 

форд 2 )) 
Тимири 

Гуама 

Ананиндеуа 

Можу 

Махогани 

Хаммок 

Бертиога 

Кананейа 

Гуаратуба 

Итимирим 

Мирим 

Бимити 

Кату 

Тимботеуа 

Группа Кунгол 

Кунгол 

Группа Тете 

Вонгал 

Группа Минатит- 

Тете 

Бахиг 

Матрух 

Тсурусе 

Батама 

Группа Турлок 

лан 

Минатитлан 

Палестина 

Группа Олифант- 

Турлок 

свлеи 

Олифантсв- 
леи (Бобиа) 
Ботамби 

Леднице 

Умбре 

Мпоко 

Яба-1; 2) 


?) Вирусы классифицированы по трем ступеням, обозначенным уровнем сдвига строки: 
комплекс, вирус и подтип; вирусы, указанные в скобках, являются вариантами. 

2 ) Эти вирусы не включены в Международный каталог арбовирусов [25, 127]. 
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Рис. 22.1. Схематическое изображение структуры буньявируса. Нуклеокапси- 
ды (три, внутренние, спиральные, кольцевые): 1 — L-PHK+ (N + L) -белки; 2 — 
М-РНК+ (N + L) -белки; 3 — S-PHK+(N + L) -белки; белок L — транскрипта¬ 
за (?). Гликопротеины (два, Gl, G2, внешние) пронизывают внешнюю мем¬ 
брану (?). 

ной гемагглютинирующей активности, как, например, ортомик¬ 
совирусы и некоторые парамиксовирусы [21]. 

При выделении и изучении передачи вирусов обнаружено, 
что большая часть буньявирусов передается членистоногими, 
преимущественно комарами [33]. Наировирусы и уукувирусы 
большей частью передаются клещами [33]. Флебовирусы чаще 
передаются москитами и комарами, хотя некоторые флебо¬ 
вирусы и буньявирусы могут передаваться мокрецами Сиіі - 
coides. Вирус Хантаан и родственные ему вирусы относятся 
к исключениям: их основные хозяева — грызуны [134—136, 241]. 
Никаких свидетельств участия членистоногих в их передаче не 
обнаружено. 

Хотя многие члены семейства имеют ограниченное распро¬ 
странение, некоторые выделены более чем на одном конти¬ 
ненте мира (вирус КГЛ-Конго выделен в Африке и Ев¬ 
ропе). Большинство буньявирусов либо не имеют никакого, 
либо имеют незначительное экономическое значение; некоторые 
из них, однако, являются возбудителями заболеваний человека 
(например, вирус Ла Кросс). Ряд членов семейства вызывает 
заболевания домашних животных. Это заставляет проводить 
в энзоотических районах ежегодные вакцинации животных (на- 
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Рис. 22.2. Размеры сегментов вирусной РНК буньявирусов, уукувирусов, фле¬ 
бовирусов и наировирусов. 
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Рис. 22.3. Размеры белка нуклеокапеида (темные полоски) и гликопротеинов 
(полоски со штриховкой) буньявирусов, уукувирусов, флебовирусов и наиро¬ 
вирусов. 


пример, в Южной Африке против флебовируса лихорадки 
Долины Рифт). 

Размеры вирусных РНК и основных структурных белков 
буньявирусов, наировирусов, уукувирусов и флебовирусов 
варьируют в пределах, указанных на рис. 22.2 и 22.3. Сегменты 
РНК буньявирусов, наировирусов, флебовирусов и уукувирусов 
имеют строго определенную (в пределах каждого рода) З'-кон- 
цевую последовательность [73, 174]. 

На генетическом уровне не получено каких-либо указаний 
на возможность рекомбинации между представителями различ¬ 
ных родов вирусов. Как обсуждается ниже, способность к ре¬ 
комбинации в пределах рода присуща лишь близкородствен- 
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ным вирусам. При геномном анализе природных изолятов 
получены свидетельства реассортации in vivo [131, 243]. Однако 
реассортадия в природных условиях относится скорее к исклю¬ 
чениям, чем к правилам. Основными факторами эволюции 
буньявирусов служат, вероятно, генетический дрейф, включаю¬ 
щий накопление точечных мутаций, и случайные делеции или 
дупликации. 

Род Bunyavirus 

Род Bunyavirus — самый представительный в сем. Bunyavi- 
ridae (табл. 22.1). Вирусы объединены в этот род в результате 
широкого анализа перекрестного связывания комплемента и 
распределены в нем по серогруппам на основании перекрест¬ 
ной нейтрализации и реакции подавления гемагглютинации 
[25—27, 33, 127, 228]. Результаты таких исследований указы¬ 
вают на то, что члены индивидуальных серогрупп (табл. 22.1) 
буньявирусов имеют общие эпитопы нейтрализации и гемаг¬ 

глютинации, тогда как у членов разных серогрупп общие эпи¬ 
топы отсутствуют. Наличие общих последовательностей белка 
внутреннего нуклеокапсида (N) у некоторых буньявирусов 
(например, вирусов Айно и Ла Кросс, рис. 22.4) [3] может 
соответствовать некоторым из эпитопов, выявляемым при пере¬ 
крестной реакции связывания комплемента, что позволяет по¬ 
местить различные серогруппы в один род. За информацией 
о распространении, выделении, спектре хозяев, тропности и 
патогенности различных буньявирусов мы отсылаем читателя 

1 11 21 31 41 51 

LAC N MSD-LYFYDY ASTGANGFDP DAGYMDFCYK NAESLNLAAU RIFFLNAAK А К AALSRK PER 
« * ** ****** ** * * **** ** * ** 

АI N0 N MANGFIFGDY PGRNLATFNP EYGYYAFIAK HGAGLNFDTY RFFFLNQKKA KMYLSKTAGP 
1 И 21 31 41 51 

61 71 81 91 101 111 

LAC N К ANPKFGEWQ YEYINNHFPG NRNNPIGNND LTIHRLSGYL ARWULDQYNE NDDESGHEL I 

** ***** ** ** ******* ***** * 

AIN0 N SMDLTFGGIK FTLYNNHF PQ YTANPYPDTA LTLHRLSGYL AKWYADGCKT NGIKLAEAME 

61 71 81 91 101 111 

121 131 141 151 161 171 

LAC N RTTIINPIAE SNGOGWDSGP EIYLSFFPGT EMFLETFKFY PLTIGIHRYK GGMMDPGYLK 
« « «» * * * ***** ******* ** ** * *** ** 

AIN0 N К — IOMPLAE YKGCTWTEGL TMYLGFAPGA EMFLETFEFY PLY I DfIHROL К DGMDYNFMR 
121 131 141 151 161 171 

181 191 201 211 221 231 

LAC N KALRGRYGTL TADKWMSGK0 AAIAKSLKDY EGLKWGKGGL SDTAKTFLQK FGIRLP* 

* ******** ****** * ********** *** 

AINO N KYLRGRYGTL T AEGWMTGKI DAYRAAFNAO GGLSWAKSGF SPAARAFLAG F GIN I *- 
181 191 201 211 221 231 


Рис. 22.4. Сравнение аминокислотных последовательностей (в однобуквенном 
коде) белка нуклеокапсида вирусов Ла Кросс (LAC) и Аино (AINO) [3]. 
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к Международному каталогу арбовирусов [25—27, 33, 127, 228] 
и к более раннему обзору [33]. Детали, относящиеся к сероло¬ 
гическим взаимоотношениям буньявирусов, обсуждаются в дру¬ 
гой главе. 

Свойства вирусов рода Butiyavirus перечислены ниже: 

1. Имеющие внешнюю оболочку, чувствительные к раствори¬ 
телям липидов буньявирусы часто видны в электронный 
микроскоп как сферические (имеющие форму пончика) 
частицы 90—100 нм в диаметре с плохо различимым рас¬ 
положением поверхностных гликопротеинов [161, 162]. 

2. Два вирусных гликопротеина (G1, НО—120К, и G2, 
30—40К), имеющие ковалентно связанные остатки жирных 
кислот [149] и несколько углеводных цепей [65, 253], присут¬ 
ствуют в эквимолярном соотношении [100, 132, 162, 208, 243, 
244]. Полисахариды относятся к сложному эндо Н-резистент- 
ному типу [149], Гликопротеины индуцируют нейтрализующие 
антитела и взаимодействуют с ними [103, 107, 108]. Вероятно, 
гликопротеины являются основными детерминантами виру¬ 
лентности (клеточно-органной тропности) и эффективности 
передачи вирусов членистоногими [16—19, 219—221]. 

3. Три внутренних кольцевых нуклеокапсида находятся в рых¬ 
лой спиральной конфигурации [46, 163, 213]. Каждый содер¬ 
жит уникальный вид негативной вирусной РНК [47, 74], мно¬ 
го копий белка нуклеокапсида (N, 19—26К) и несколько ко¬ 
пий большого белка L (150—200К), предположительно яв¬ 
ляющегося компонентом транскриптазы [162, 163]. РНК, 
связанные с нуклеокапсидом, обозначают по размеру как 
большую (L, 3- ІО 6 Да), среднюю (М, 2-10 6 Да) и малую 
[S, (0,3—0,5) • ІО 6 Да]. При выделении нуклеокапсидов или 
вирусной РНК сегменты редко оказываются в эквимоляр¬ 
ном соотношении. Обычно преобладает сегмент S [47, 100, 
163]. 

4. Сегмент S вирусной РНК кодирует два белка, считываемые 
с перекрывающихся рамок трансляции в комплементарной 
последовательности [2, 3, 39, 40, 57, 71, 72, 89, 90, 97]. Этими 
белками являются N и неструктурный белок, обозначае¬ 
мый NS s (ЮК). 

5. Сегмент М кодирует в комплементарной последовательно¬ 
сти как белки G1 и G2 [98], так и другой неструктурный 
белок (NS M , 15—17К) [89, 90]. Белки G1 и G2 имеют уни¬ 
кальные последовательности [98]. Отношения между NS M 
и белками G1 и G2 или NS M и общим продуктом трансля¬ 
ции пока не определены. 

6. Полагают, что РНК L кодирует в комплементарной после¬ 
довательности белок L, который, возможно, является ком¬ 
понентом транскриптазы [71]. 
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7 . Все сегменты вирусной РНК имеют общую консенсусную 
последовательность UCAUCACAUG... 3'-конца и компле¬ 
ментарную ей некэпированную последовательность на 
5'-конце [3, 71—73, 164, 174]. Предполагают, что некова¬ 
лентно замкнутую кольцевую конфигурацию выделенной 
РНК [47, 214] и соответствующих вирусных нуклеокапсидов 
определяет взаимодействие за счет водородных связей меж¬ 
ду 3'- и б'-концом. 

8. Вирусные мРНК имеют на 5'-конце гетерогенные невирус¬ 
ные последовательности длиной примерно 14 нуклеотидов, 
которые, вероятно, заимствованы из хозяйских мРНК при 
инициации транскрипции [37]. Для каждого РНК-сегмента 
пока обнаружена только одна субгеномная мРНК. Транс¬ 
крипция и репликация вирусной РНК не подавляется ни ак- 
тиномицином D, ни а-аманитином [249]. 

9. Морфогенез вируса происходит в аппарате Гольджи зара¬ 
женной клетки [161]. Процесс последующего освобождения 
вируса пока не изучен. 

10. Обнаружена рекомбинация за счет обмена сегментами РНК 
между вирусами серогруппы калифорнийского энцефалита 
[29—36, 38, 96, 99, 101, 102, 104, 207], между вирусами серо¬ 
группы Буньямвера [123, 124, 192] и между вирусами серо¬ 
группы С [31, 36] (единственные буньявирусы, генетически 
изученные до настоящего времени), но не между членами 
разных серогрупп. Даже для близкородственных в сероло¬ 
гическом отношении вирусов как при рекомбинации in 
vitro в культуре [102, 104], так и in vivo в членистоногих- 
переносчиках [20] наблюдаются предпочтительные комби¬ 
нации генотипа (ограниченная рекомбинация). 

11 . Описана горизонтальная (от переносчика к хозяину, от 
самцов-комаров к самкам) и вертикальная (трансовари¬ 
альная) передача некоторых буньявирусов в определенных 
членистоногих-переносчиках [23, 155, 156, 172, 231—234, 
254—256]. Выделение вирусов в течение зимы и весны из 
яиц, личинок и нимф комаров показывает, что по крайней 
мере некоторые вирусы зимуют в природе in оѵо [13, 22, 
28, 94, 148, 173, 257]. 


Стадии репликации буньявирусов 

Об инфекционном процессе, вызываемом буньявирусами, 
известно немного. Как и в случае других вирусов с обо¬ 
лочкой, адсорбция буньявирусов включает взаимодействие меж¬ 
ду вирусным гликопротеином и рецепторами поверхности клет¬ 
ки [162]. Природа этих рецепторов пока не установлена. Инфек- 
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дия может быть подавлена поликлональными и некоторыми 
моноклональными антителами, специфически взаимодействую¬ 
щими с гликопротеином G1 [103, 107, 108]. Считают, что про¬ 
никновение в клетку осуществляется за счет фагоцитоза с по¬ 
следующим слиянием (при низком pH) вирусной оболочки 
с эндосомными мембранами, приводящим к попаданию вирус¬ 
ного нуклеокапсида в цитоплазму. 

Предполагают, что после проникновения активация вирус¬ 
ной транскриптазы в трех нуклеокапсидах ведет к синтезу 
субгеномных мРНК [41]. Транскриптаза, связанная с вирусом* 
была обнаружена у вируса Лумбо [43, 45], а у вируса зай- 
ца-беляка (SSH) показана первичная транскрипция в при¬ 
сутствии ингибиторов синтеза белка [249]. 

После трансляции запускаются репликация и вторичная 
транскрипция. За вторичной транскрипцией можно проследить 
по увеличению скоростей синтеза трех видов комплементарных 
вирусных мРНК (L, М и S) [249]. В клетках, зараженных SSH, 
при вторичной транскрипции образуется больше мРНК S, чем 
мРНК L и М [46, 249]. Если допустить, что буньявирусы по¬ 
добны рабдовирусам и другим вирусам с негативным геномом, 
то можно предположить, что переключение с транскрипции на 
репликацию РНК может определяться доступностью новосин- 
тезированного N -белка. Синтез вирусной РНК нечувствителен 
к актиномицину D или а-аманитину, т. е. для этого процесса 
не нужен ДНК-зависимый синтез клеточной РНК [44, 249]. 
Схема процессов трансляции, репликации и транскрипции 
S -сегментов РНК буньявирусов показана на рис. 22.5. 

Подобно мРНК ортомиксовирусов [133], мРНК буньявиру¬ 
сов имеют на 5'-концах гетерогенные невирусные последова- 
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Вирусная РНК S (-) I 

I Транскрипция 5" _& 

мРНК(+) ш 
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Трансляция 
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Рис. 22.5. Стратегия кодирования, транскрипции и репликации S -сегмента РНК 
буньявирусов. Заштрихованная область в мРНК обозначает последовательность 
невирусной затравки. 
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тельности [37]. Присутствие таких последовательностей может 
означать, что они происходят из клеточной мРНК и захваты¬ 
ваются транскриптазой для использования в качестве затравки 
при синтезе мРНК. Если это так, то нечувствительность к акти¬ 
номицину D указывает на то, что эти гетерогенные последова¬ 
тельности происходят из зрелых клеточных мРНК. Энзимоло- 
гию этого процесса и то, как эти затравки узнаются и исполь¬ 
зуются, еще предстоит выяснить. 

Как описано ниже, молекулярные и генетические исследо¬ 
вания показали, что РНК S буньявирусов кодирует как белок N, 
так и белок NSs [2, 3, 39, 40, 57, 71, 72, 89, 90, 97]. Результаты 
клонирования ДНК и анализа последовательности РНК S SSH 
(рис. 22.6), вируса Ла Кросс (LAC) и вируса Аино [2, 3, 39, 57] 
и их генных продуктов [89] показали, что два белка трансли¬ 
руются с перекрывающихся рамок считывания в последова¬ 
тельности, комплементарной вирусной РНК. При клонировании 
5'-концов индивидуальных мРНК SSH и анализе кДНК-после- 
довательностей популяции мРНК S SSH [37, D.H.L. Bishop, 
неопубликованные данные] был обнаружен только один тип 
субгеномной мРНК S. Таким образом, одна мРНК дает и бе¬ 
лок N, и белок NSs. Хотя при трансляции in Vitro белки N 
и NS s образуются в эквимолярном соотношении, in vivo пре¬ 
обладает белок N [89] (рис. 22.7). Кроме того, у вируса LAC 
например, in vivo накапливается меньше белка NS s , чем у 
близкородственного вируса SSH [89]. Возможно, эти особен¬ 
ности можно объяснить разной скоростью внутриклеточного 
обмена NS s или различиями в частоте инициации трансляции 
этого белка. 

Получены данные, свидетельствующие о том, что некото¬ 
рые, но не все мРНК S SSH имеют полиаденилированные 
З'-концы [67]. Для вируса SSH показано, что транскрибируе¬ 
мая последовательность оканчивается пятью уридиловыми 
остатками около 5'-конца матрицы; это позволяет предполо¬ 
жить, что полиаденилирование происходит за счет «пробуксо¬ 
вывания» транскриптазы на этом месте (В. Erickson и D.H.L. 
Bishop, неопубликованные данные). У вируса Аино в 5'-конце- 
вой нетранслируемой части сегмента S такая последователь¬ 
ность уридиловых остатков отсутствует [3], и пока не выяснено, 
полиаденилированы ли З'-концы мРНК S этого вируса. 

Расшифровка последовательности РНК показывает, что 
белковые продукты кодированы субгеномной вирусной компле¬ 
ментарной последовательностью сегментов L и М буньявиру¬ 
сов [71]. У сегментов М и L РНК 5'- и З'-концы пока не секве- 
нированы. Генетические и молекулярные исследования пока¬ 
зали, что два гликопротеина G1 и G2 и неструктурный белок 
NS M кодируются сегментом М (рис. 22.7) [40, 89, 90, 98], тогда 



376 


Глава 22 


ч 

о 


ІЛ (_) 

з о 
: <і - 

<і и *-* 


з и о 

3 ч- 
и (Ч 
-J 3 


<1 и 
а о 
а п 
X <1 N 


иг а о 
<г m 
і_> п 
X «X 


<х о 

[ 3 ІЛ 

_І 3 о 


о: а о 
<х сп 


X <г 

<Х <3 
<х гч 
Ми 


С <Х О 
а о 
а аэ 
X з 


а з 
а о 
а ел 
о <х и> 


х з о 

3 Г\1 
а іч 
^ <х 


а <г 
и О 
а 

ЦІ <Х [Ч 


з о 
з п 
<Г CD 


3 О 
а сп 
<Х 0J 


3 о 
<Т (О 
<Г 01 


CU 

В 


гз 

Я 

Я 

ч 


Я 

В 

*Я 


d о 

CUM 

о сч 


ззо 

и 

I и СЧ 

и. 3 


м 3 

.4 0:0 

з а о 
Си з м 


<С и о 

И О -f 

<г п 


й- и о 
и з 
' ^ CJ 


X <с 


СИ 3 

<х о 

• и ГчІ 

X <Е 3 


3 о 
м 3 СП 
«X 'Г 


<х о 
с; а аз 
<х ю 


азо 
а іч 

з о 


•J 3 
и О 
О (Л 
й- и ю 


з О 
X <х о 
«X Г' 


<1 о 
а о 
а сз 
U и щ 


<х о 

<Г СЧ 
и CD 


3 О 
<х -• 
<г со 


3 о 
<х о 
а аз 


<х 9 
и «г 

а <л 


<с о 

з м 

3 03 


аз 

£ 

си 

Я 

я 

X 

X 

Си 


я 

о- 

S. 


.30 

и. з 
з а 


z <х 

<с 

м з 

2 а: с» 
«х о 

W и гз 

з 

3 

СИ 3 

ш <х 
3 О 
X 3 01 

3 з гч 


1 3 о 

Ы <Х CD 
3 СЧ 


<х о 
X <х ю 

<1 Ю 


Г 3 

<Х О 
<г п 
UJ сх Ю 


3 о 

3 п «г 
3 ш 


<г о 

3 01 
з гч 


3 о 
3 3 3 
3 ГЧ 


3 о. 
3 -• 
3 03 


«X о 
<г о» 
<х аз 


У 

Q 

Я 

я 

ч 


с 

5 

ч 

О 

О 

С 


СО 

v t 

ю 


х <х о 

«X ГЧ 

J 3 гч 


а <х о 
и о 
<х са 
(Г з 


з о 

з ГЧ 

з ах 


Н 

Я 

й). 


J з о 
изо 
3 — 


3 о 
К 3 3 
X <Х СЧ 


3 «X о 
а. и іл 
и СЧ 


3 а о 
3 3 гч 
а п 


•- з 
<г о 
3 о 
ш <х іл 


<г и 
3 о 

3 СЧ 

X <г ш 


«X о 
3 3 п 

3 ГЧ 


я со 

z 


у 

ч 

я 

§ 

о 

CD* 

см’ 

см 





Репликация аренавирусов и буньявирусов 377 



Рис. 22.7. Белки, индуцированные вирусом зайца-беляка [генотип SSH/SSH/ 
SSH L/M/S(SSS)], вирусом Л а Кросс [генотип LAC/LAC/LAC(LLL)] и шестью 
реассортантами [генотипы SSH/LAC/SSH(SLS), SSH/LAC/LAC(SLL), LAC/ 
SSH/SSH (LSS) , LAC/SSH/LAC (LSL), LAC/LAC/SSH (LLS), SSH/SSH/ 
LAC(SSL)]. Указаны белки Gl, N, NS M и NS s [81]. G2 обнаруживается в экст¬ 
рактах лишь изредка. 


как на долю РНК L остается кодирование L -белка (200 К) — 
предполагаемого компонента транскриптазы. 

Результаты изучения процесса почкования свидетельствуют 
о том [149], что вирусный морфогенез происходит в аппарате 
Гольджи зараженных клеток [161] и подавляется моновалент¬ 
ным ионофором мононенсином [64]. Почему вместо плазматиче¬ 
ских мембран используется аппарат Гольджи? Ответ на этот 
интересный вопрос прольет свет на клеточные процессы, свя¬ 
занные с регуляцией транспорта гликопротеинов. Каким обра¬ 
зом вирусные нуклеокапсиды узнают место морфогенеза и ка¬ 
ким образом образуются частицы вирусного потомства, пока 
неизвестно. 
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Генетические свойства буньявирусов 

Как уже указывалось, генетические исследования пока про¬ 
ведены только с представителями трех серогрупп буньявиру¬ 
сов (Буньямвера, Калифорния и группы С). Была показана 
реассортация между отдельными представителями каждой 
серогруппы, однако при использовании членов различных серо¬ 
групп реассортации не наблюдали. Олигонуклеотидные фингер- 
принты сегментов РНК L, М и S различны для разных бунья¬ 
вирусов [31, 74, 131, 208, 243, 244]. Как показано на рис. 22.8,, 
они легко различаются у разных подтипов, вариантов и изоля- 
тов вируса (например, у вирусов SSH и LAG), несмотря на то, 
что их РНК имеет очень сходную последовательность [2]. Таким 
образом, происхождение того или иного сегмента РНК реком¬ 
бинантного вируса, являющегося потомком двух серологически 
родственных генетически взаимодействующих вирусов, легко 
определяют простым фингерпринтным анализом [104]. 

Двойное заражение культуры клеток вирусом LAC дикого 
типа (генотип LAC/LAC/LAC L/M/S) и SSH дикого типа 
(генотип SSH/SSH/SSH L/M/S) дает высокий выход реассор- 
тантов некоторых типов (SSH/LAC/LAC, SSH/LAC/SSH, 
SSH/SSH/LAC и LAC/LAC/SSH), но низкий выход реассортан- 
тов с генотипами LAC/SSH/LAC и LAC/SSH/SSH [102, 104, 
D.H.L. Bishop, неопубликованные данные]. При использовании 
температурочувствительных (/5) мутантов по сегментам L и М 
каждого из родительских вирусов реассортанты дикого типа 
со структурой LAC/SSH/LAC и LAC/SSH/SSH были получены 
лишь с очень низкой частотой (менее 1 % всего потомства) и 
только при высокой множественности заражения за счет агре¬ 
гации вирионов /5-вирусов полиэтиленгликолем [207]. Причина 
такой неэффективной рекомбинации неизвестна. Реассортанты 
обладают теми же ростовыми свойствами (время накопления 
потомства, выход, и т. д.), вирулентностью in vivo, способ¬ 
ностью к передаче переносчиками, что и вирус SSH, и вирус LAC 
дикого типа [17, 207, 219]. 

Для вирусов калифорнийской группы и группы С были по¬ 
лучены только /5-мутанты по L и М сегментам РНК [36, 38, 
102, 104]. Одной из причин отсутствия мутантов по S -сегменту 
может быть то, что в этом сегменте два белковых продукта 
закодированы в перекрывающихся рамках считывания [2, 39], 
и поэтому мутация, приводящая к /5-повреждению одного бел¬ 
ка, оказывается летальной по другому. Еще одной причиной 
может быть то, что вирионы часто бывают диплоидными по 
сегменту S, мутантные сегменты S упаковываются вместе 
с молекулами дикого типа, и поэтому его не удается обнару¬ 
жить. Генетические исследования некоторых вирусов серо- 
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Рис. 22.8. Олигонуклеотидные карты сегментов L, М и S вируса зайца-беляка 
(SSH) и вируса Л а Кросс (LAC). 

группы Буньямвера позволили идентифицировать одну предпо¬ 
лагаемую /5-мутацию по сегменту S, хотя остается неизвестно, 
какой из генных продуктов (N или NSs) поврежден [192]. 

Совместное заражение in vivo комаров Aedes triseriatus 
соответствующими /5-мутантами или вирусами дикого типа так¬ 
же не привело к обнаружению реассортантов LAC/SSH/LAC 
и LAC/SSH/SSH, хотя другие реасеортанты были обнаружены 
[16, 20]. Таким образом, ограниченная реассортация in vitro 
имеет аналогию in vivo и может иметь биологическое значение. 

Образование реассортантных буньявирусов при совместном 
заражении комаров in vivo является одним из путей возник- 
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новения рекомбинантных вирусов в природе. Например, если 
комар сначала насосется крови, содержащей вирус одного типа, 
а затем крови, содержащей вирус другого, то может произойти 
двойное заражение клеток пищевода комара и образование 
рекомбинантного вируса. Можно представить себе и иные 
ситуации. Показано, однако, что если второе заражение с уча¬ 
стием генетически родственного вируса (например, LAC и SSH) 
происходит с задержкой на несколько дней (что часто проис¬ 
ходит при последовательном кормлении комаров некоторых 
видов), то наблюдается интерференция, суперинфицирующий 
вирус не размножается и реассортанты не образуются [15]. 
Если суперинфицирующий вирус не принадлежит к серогруппе 
или семейству первого вируса (например, является рабдовиру- 
сом), то репликация не подавляется [15]. Видимо, характер ин¬ 
терференции определяется уровнем амплификации генов интер¬ 
ферирующего вируса. 

Итак, подведем итоги. Тогда как между представителями 
различных серогрупп буньявирусов рекомбинаций не обнару¬ 
жено, между представителями одной серогруппы отмечена огра¬ 
ниченная рекомбинация. Эти ограничения объясняют по-раз¬ 
ному. Они могут быть связаны с неэффективным взаимодейст¬ 
вием генных продуктов или с морфогенетическими процессами, 
в том числе с упаковкой нуклеокапсидов. Генетические ограни¬ 
чения наблюдали как in vivo у комаров, так и in vitro в культу¬ 
ре клеток. Несмотря на то что в клетках комара in vivo реком¬ 
бинация возможна, при отсроченной суперинфекции ей мешает 
интерференция. 

Олигонуклеотидный фингерпринтный анализ различных изо- 
лятов буньявирусов (например, LAC), полученных из различ¬ 
ных экологических ниш в США, выявил существенную гено¬ 
типическую изменчивость [131, 208]. Фактически не найдено 
двух изолятов с идентичными фингерпринтами сегментов L, М 
и S. Такая вариабельность объясняется, вероятно, ошибками, 
накапливающимися в ходе репликации РНК, и конкретными 
энзоотическими взаимоотношениями между переносчиком и 
хозяином, участвующими в процессе обычного заражения. 
Хотя заражению подвергаются и другие животные [4], обыч¬ 
ными хозяевами вируса LAC, в которых происходит его раз¬ 
множение (например, на Среднем Западе США), являются 
мелкие млекопитающие (бурундуки и белки) [94, 95, 172, 235], 
а обычным переносчиком служит Ае . triseriatus [13, 22, 28, 94, 
110, 155, 173, 232—236, 254—257]. Таким образом, способность 
LAC к распространению в природе, вероятно, очень ограни¬ 
чена. Можно предположить, что благодаря действию ограни¬ 
чивающих факторов разные популяции LAC непрерывно эво¬ 
люционируют независимым образом в различных экологиче- 
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ских нишах. Интересно было бы выяснить, насколько быстро 
такая эволюция приводит к образованию вирусов, которые 
можно различить серологически, и какие факторы влияют на 
их отбор. Способность буньявирусов к вертикальной передаче 
от родителей к потомству и установлению длительной персис¬ 
тентной инфекции в некоторых членистоногих с вовлечением 
различных тканей [23, 24, 28, 155, 156, 231, 233, 234, 255—257], 
вероятно, относится к наиболее важным факторам их выжива¬ 
ния в природе. Есть сообщение, что заражение комаров приво¬ 
дит к изменению их поведения в отношении питания [111], но 
молекулярная основа и биологическое значение этих изменений 
неизвестны. 

В исследованиях по выделению вирусов показано, что не¬ 
которые вирусы калифорнийской группы симпатричны в при¬ 
роде (например, LAC и SSH) [116]. Другие обнаруживаются 
в разных районах мира (например, вирусы Тягиня в Централь¬ 
ной Европе, Инкоо в Скандинавии, Лумбо в Южной Африке,, 
вирус калифорнийского энцефалита на Западе США и LAG 
в областях США к востоку от Скалистых гор) [25—27, 127, 
228]. Каждый из этих вирусов серологически близок и генети¬ 
чески совместим с другими представителями серогруппы (за 
исключением, возможно, вируса Гуароа). Такие свойства пред¬ 
полагают наличие общего предшественника для вирусов кали¬ 
форнийской группы — возможно, существовавшего когда-то 
в определенном районе мира. Если когда-то вирусные изоляты 
были разнесены по разным районам мира, то резонно предпо¬ 
ложить, что они пошли по различным путям эволюции, которые 
привели к образованию различных серотипов, подтипов и вари¬ 
антов вирусов, обнаруживаемых в настоящее время. Исходя 
из биологии взаимоотношений между вирусами, их переносчи¬ 
ками и хозяевами можно предположить, что в образование 
новых очагов энзоотических вирусов были вовлечены такие 
факторы, как перенос материалов (например, древесины, со¬ 
держащей яйца комаров), миграция зараженных животных или 
членистоногих. Буньявирусы птиц и других животных, способ¬ 
ных к дальним переселениям, могут распространяться быстрее* 
чем вирусы калифорнийской группы. 

Выделение вирусов от комаров и анализ зараженности пере¬ 
носчиков показали, что одни членистоногие переносят некото¬ 
рые буньявирусы более эффективно, чем другие. Вирус LAC 
иногда выделяли из оленьих и лошадиных слепней [266]. Но его 
предпочтительным переносчиком на Среднем Западе США яв¬ 
ляется Ае. triseriatus. В других районах этот вирус часто пере¬ 
носят иные виды Aedes [25]. По всей видимости, передачу кон¬ 
кретных буньявирусов осуществляет ограниченное число видов 
членистоногих (комаров). Вопрос о том, какие генетические 
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свойства вируса и переносчика определяют подобные взаимо¬ 
отношения, должен быть разрешен в будущих исследованиях. 

Неизвестно, различаются ли разные варианты LAC по 
вирулентности для человека. Судя по фингерпринтам РНК 
двух штаммов, выделенных от человека в летальных случаях, 
эти штаммы больше похожи друг на друга, чем вирусы, выде¬ 
ленные от комаров за тот же период времени (18 лет) в том 
же районе США (шт. Висконсин и Миннесота). Возможно, но 
не доказано, что варианты LAC, вирулентные для человека, 
присутствуют только в некоторых районах США. Хотя инфек¬ 
ция, вызванная вирусом LAC, у человека самоограничивается 
и редко детальна, имеются указания на рекуррентные проявле¬ 
ния у больных, переболевших LAC [113]. Идентифицировано 
несколько природных реассортантов буньявирусов. Один из 
25 изолятов LAC, исследовавшихся методом фингерпринтов, 
представляет собой межтиповой реасеортант [131]. Из сравне¬ 
ния фингерпринтов вирусов Шарк Ривер и Пахайоки (серо- 
группа Патуа) следует, что эти вирусы относятся к реассор- 
тантам [243]. Реассортация в природе относительно редка, но 
все же она происходит. Различия в олигонуклеотидах, наблю¬ 
даемые у изолятов LAC [131, 208] и SSH [D.H.L. Bishop, не¬ 
опубликованные данные], свидетельствуют о том, что эволюция 
буньявирусов происходит в основном за счет накопления точеч¬ 
ных мутаций, делеций и дупликаций. 

Как указывалось выше, рекомбинанты вирусов калифорний¬ 
ской группы использовали для того, чтобы определить, какой 
из сегментов РНК кодирует каждый из вирусных полипепти¬ 
дов. Сравнение белков рекомбинантного и родительского виру¬ 
сов с учетом происхождения сегментов РНК позволило опре¬ 
делить кодирующие свойства сегментов S и М [89, 90, 97, 98]. 
Так, вирус LAC/LAC/SSH имеет белки N и NS s вируса SSH 
(рис. 22.7). Таким образом, сегмент S кодирует N и NS s . Анало¬ 
гичный анализ показал, что сегмент М кодирует Gl, G2 и NSm. 
Анализ нуклеотидных и аминокислотных последовательностей 
подтвердил эти результаты [2, 39, 89]. 

В дополнение к определению кодирующей способности сег¬ 
ментов рекомбинантные вирусы использовали также для опре¬ 
деления того, какие вирусные продукты необходимы для пере¬ 
дачи комарами [16—19] и проявления вирулентности в модель¬ 
ных и природных хозяевах [196—199]. Используя LAC, SSH 
и их реассортанты в исследованиях на комарах Ае. triseriatus 
(неприродный хозяин для SSH), было показано, что основными 
факторами, определяющими эффективное заражение перенос¬ 
чиков LAC и его передачу хозяину, являются продукты генов 
М-сегмента РНК [17—19]. При пероральном заражении оба 
вируса (как LAC, так и SSH) одинаково успешно заражают 
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клетки пищевода комаров Ае. triseriatus [19]. Однако LAC 
и реассортанты, содержащие М-сегмент LAC (например, 
SSH/LAC/SSH), более эффективны в развитии рассеянной ин¬ 
фекции в этих комарах, чем вирус SSH или реассортанты 
LAC-SSH, содержащие М-сегмент вируса SSH [19]. Даже если 
вирусы инокулировать в грудной отдел комаров Ае. triseriatus r 
LAC и реассортанты, содержащие М-сегмент LAC, более ус¬ 
пешно передаются хозяевам, чем вирус SSH или реассортанты, 
содержащие М-сегмент вируса SSH [17]. Поскольку М-сегмент 
кодирует вирусные гликопротеины, такое сродство вирусов LAC 
и SSH, возможно, отражает взаимодействие рецепторов с гли¬ 
копротеинами в клетках комаров разных типов. 

Вирулентность вирусов измеряют по смертности или выжи¬ 
ваемости молодых мышей, зависящей от дозы внутрибрюшин- 
ного заражения (например, для вируса LAC и вируса Тягиня 
соответственно) [219]. При внутричерепном введении вирулент¬ 
ность определяют по длительности выживания зараженных 
животных до того момента, когда они погибают [219]. По обоим 
критериям роль основных факторов вирулентности играют ген¬ 
ные продукты сегмента М (вероятно, гликопротеины) [219]. 
Аналогичные данные получены для исходных и реассортантных 
буньявирусов серогруппы С [36]. 

Места развития инфекции в пределах одного органа живот¬ 
ного могут различаться для разных вирусов калифорнийской 
группы [238]. У вирусов группы С органы-мишени могут прин¬ 
ципиально различаться даже для двух штаммов одного серо¬ 
типа [26]. При анализе родительских вирусов и реассортантов 
показано, что вирулентные свойства висцеротропных и нейро- 
тропных вариантов вируса Орибока определяются генными 
продуктами сегмента М [36]. 

Итак, можно считать доказанным положение о том, что 
главными детерминантами вирулентности служат вирусные 
гликопротеины, но вместе с тем на это свойство могут влиять 
и другие генные продукты. Это показано на мышах, бурунду¬ 
ках ( Tamias striatus) и зайцах-беляках ( Lepus americanus) y 
у которых реассортанты LAC-SSH с мутацией не fc -типа в 
L -сегменте LAC авирулентны по сравнению с родительским 
вирусом безотносительно к происхождению М-сегмента РНК 
[207, 218, 219]. Неизвестно, до какой степени нарушается репли¬ 
кация и (или) транскрипция вирусной РНК из-за мутации в сег¬ 
менте L и каким образом дефектный продукт сегмента L при¬ 
водит к ослаблению вирулентности. Реассортанты LAC-SSH 
с дефектами в сегменте L не способны также эффективно зара¬ 
жать Ае. triseriatus [17, 19]. Таким образом, несмотря на то 
что основными детерминантами вирулентности являются ген¬ 
ные продукты сегмента М, к ослаблению вирулентности могут 
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приводить также изменения в белках, кодируемых другими 
сегментами РНК. Вопрос о том, возможно ли усиление виру¬ 
лентности под действием генных продуктов L- или S -сегментов 
буньявирусов, остается открытым. 

Род Phlebovirus 

Род Phlebovirus включает 37 вирусов (табл. 22.2), класси¬ 
фицированных по перекрестной реакции связывания компле¬ 
мента, по подавлению гемагглютинации и по перекрестной 
нейтрализации (25—27, 33, 127, 190, 228, 230, 240], Помимо 
африканского вируса Долины Рифт с заболеваниями человека 
связаны несколько центрально-американских флебовирусов 


Таблица 22.2. Предполагаемая серологическая классификация вирусов рода 
Phlebovirus сем. Bunyaviridae 1) 


Группа Неапольской москитной лихо- 

Группа лихорадки Долины Рифт 

радки 

Лихорадка Долины Рифт (Зинга) 

Неапольская москитная лихорадка 

Бельтерра 2) 

Тегеран 

Икоараси 

Тоскана 

Каримабад 

Группа Салехабад 

Салехабад 

Группа Бужару 

Арбиа 2) 

Бужару 

Мунгуба 2) 

Группа сицилийской лихорадки 

Агвакате 

Сицилийская лихорадка РаАг814 2 > 

Группа Кандиру 

Неклассифицированные вирусы 

Кандиру 

Анханга 

Итаитуба 

Арумовот 

Никве 

Каимито 

Туруна 

Чагрес 

Ориксимина 2) 

Габек Форест 2) 

Пунта Торо 

Гордил 

Буенавентура 

Итапоранга 

Аленквер 

Пакуй 

Рио Гранде 

Группа Чилибре 

Сент-Флорис 

Чилибре 

Какао 

Группа Фрижолес 

Фрижолес 

Хоа 2 > 

Урукури 


!) Вирусы классифицированы по трем степеням, обозначенным уровнем сдвига строки: 
комплекс, вирус и подтип; вирусы, указанные в скобках, являются вариантами 
2 ) Эти вирусы не включены в Международный каталог арбовирусов [25, 127]. 
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[229]. Серологическое группирование, приведенное в табл. 22.2, 
отражает взаимоотношения, выявляемые по перекрестной ней¬ 
трализации инфекционности. В отличие от серогрупп буньяви¬ 
русов оно не отражает отношений, выявляемых по подавлению 
гемагглютинации. Серологические взаимоотношения между 
флебовирусами обсуждаются в другой главе. Неясно, в какой 
степени различные вирусы рода Phlebovirus генетически со¬ 
вместимы. Предварительное исследование с использованием 
вирусов Пунто Торо (РТ) и Буэнавентура (BUE) дикого типа 
или их /s -мутантов показывает, что эти два вируса не взаимо¬ 
действуют генетически [D. Н. L. Bishop, неопубликованные дан¬ 
ные]. При двойном заражении с использованием штаммов, 
которые можно дифференцировать по фингерпринтам, были 
выделены межтиповые реассортанты РТ [D. Н. L. Bishop, не¬ 
опубликованные данные]. 

Ниже приводятся свойства вирусов рода Phlebovirus. В на¬ 
стоящее время получены данные о существенных различиях, 
позволяющих сомневаться в правомерности помещения флебо¬ 
вирусов в одно семейство с буньявирусами. 

1. Флебовирусы окружены внешней оболочкой, чувствительны 
к растворителям липидов, имеют диаметр 90—100 нм. Их 
гликопротеины хорошо различаются на поверхности частиц 
[203, 222]. 

2. На поверхности вирусов присутствуют два вирусных глико¬ 
протеина (G1, 60—70К, и G2, 50—60К) в эквимолярных 

количествах [203]. Гликопротеины индуцируют образование 
нейтрализующих антител и взаимодействуют с ними [77, 78]. 
Их роль в передаче переносчиками и определении степени 
вирулентности пока не установлена. 

3. Имеются три типа вирусных нуклеокапсидов (L, М и S), 
каждый из которых содержит определенный вид РНК, свя¬ 
занной с многими копиями белка нуклеокапсида (N, 20— 
ЗОК) и несколькими копиями большого белка (150—200К), 
который, как считают, является компонентом транскриптазы 
[66, 201, 203]. Вирусные РНК имеют мол. массы ~3-10 6 (L), 
2- ІО 6 (М) и 0,7—0,8- ІО 6 (S) [34, 66, 201, 203]. 

4. S -Сегмент вирусной РНК кодирует два белка [122]. У РТ 
один белок (N, 27К) считывается с субгеномной мРНК, 
комплементарной З'-концевой половине вирусной РНК [122]. 
Другой белок (NS?, 29К) считывается с субгеномной мРНК 
той же полярности, что вирионная; она соответствует 5'-кон- 
цевой половине РНК [122]. Для обозначения РНК, участ¬ 
вующей в такой смешанной стратегии кодирования, был 
предложен термин «амбиполярная» (ambisense) геномная 
РНК [122]. 
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5. Стратегия кодирования М- и L -сегментов РНК пока не опре¬ 
делена. 

6. Три вирусные РНК имеют общую консенсусную последова¬ 
тельность З'-конца: UGUGUUUCG... и комплементарную 
ей последовательность на 5'-конце [122]. Состав и концевые 
последовательности вирус-специфических мРНК еще пред¬ 
стоит определить. 

7. Морфогенез вирусов происходит в аппарате Гольджи зара¬ 
женных клеток [222]. 

8. Рекомбинацию за счет обмена сегментами (реассортацию) 
вирусной РНК пока наблюдали только между отличными 
друг от друга изолятами одного серотипа вируса (D. Н. L. 
Bishop, неопубликованные данные). 

Стадии репликации флебовирусов 

Об этапах и процессах, участвующих в репликации флебо- 
вирусов, пока ничего не известно. Клонирование ДНК и опре¬ 
деление аминокислотной последовательности [122] позволили 
установить, что белок N вируса РТ кодируется комплементар¬ 
ной последовательностью S -сегмента РНК (в З'-концевой поло¬ 
вине). Другой белок (неструктурный белок NS?) кодируется 
5'-концевой половиной сегмента S '[122]. Таким образом, вирус 
имеет амбиполярную РНК, т. е. одновременно и позитивную, 
и негативную. Межгенная область богата последовательностя¬ 
ми как уридиловых, так и адениловых остатков [122]. Гибриди- 
зационный анализ позволил обнаружить дискретные субгеном¬ 
ные мРНК в экстрактах зараженных клеток, которые соответ¬ 
ствуют двум генам S -сегмента [122]. 

Белок NS вируса РТ пока не обнаружен в клеточных экс¬ 
трактах. Однако неструктурные белки с размерами того же 
порядка (29—31 К) наблюдали в клетках, зараженных вирусом 
Каримабад [D. Н. L. Bishop, неопубликованные данные] и виру¬ 
сом лихорадки Долины Рифт (RVF) ![226, 227]. Получены дан¬ 
ные о том, что неструктурный белок вируса RVF является фос- 
фопротеином, связанным с ядром [226, 227]. Соответствует ли 
этот белок белку NS, кодируемому S -сегментом РНК вируса 
РТ, неизвестно. 

Представления о стратегии кодирования и переносе инфор¬ 
мации у вируса РТ суммированы на рис. 22.9. Если вирионы 
флебовирусов содержат единственный вид S -РНК (т. е. 
3'-N-NS-5'), на что указывают данные определения нуклеотид¬ 
ной последовательности, то, поскольку вирусная РНК не яв¬ 
ляется мРНК, белок NS не может образовываться до тех пор, 
пока не начнется репликация. Такая стратегия кодирования 
сильно отличается от стратегии других вирусов, за исключен 
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Рис. 22.9. Стратегия кодирования, транскрипции и репликации сегмента S фле¬ 
бовируса Пунта Торо (РТ). 


нием аренавирусов, рассмотренных ниже [12]. В свете этих 
наблюдений правомерность помещения флебовирусов в одна 
семейство с буньявирусами сомнительна. 

Особый интерес представляет определение функции бел¬ 
ка NS. Маловероятно, что белок NS участвует в транскрипции 
мРНК или в начальной фазе репликации во время синтеза 
полной комплементарной РНК (если только не окажется, что 
он присутствует в вирионах и просто не был обнаружен). Воз¬ 
можно, что белок NS участвует в морфогенетических процессах 
и (или) во взаимодействии с активными компонентами хозяй¬ 
ской клетки, что могло бы вести, например, к блокированию 
ядерных функций и трансляции клеточных мРНК или транс¬ 
порта гликопротеинов к плазматической мембране. 

Можно предположить, что амбиполярная РНК когда-то 
синтезировалась на двух разных РНК-сегментах, которые за 
счет ошибки репликации вошли в состав одной молекулы РНК. 
(например, раздельные РНК 3'-А-Н-5' и З'-К-Р-б' могли дать 
РНК З'-А-Н, И'-К'-б', где R'-K' представляет собой инвертиро¬ 
ванную последовательность, комплементарную K-R). Такой гиб¬ 
рид может быть жизнеспособным лишь в предположении, что 
продукт гена K-R нужен только для поздних стадий инфек¬ 
ционного цикла. 

Род Nairovirus 

Род Nairovirus подразделяется на шесть переносимых кле¬ 
щами серогрупп вирусов (табл. 22.3) на основе реакции свя¬ 
зывания комплемента, подавления гемагглютинации и нейтра- 
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Таблица 22.3. Предполагаемая серологическая классификация вирусов рода 
Nairovirus сем. Bunyaviridae l > 


Группа Крымской геморрагической 

Раза 2 3 > 

лихорадки (Конго) 

Сапфир 2 > 

Солдадо 

Зирка 

Крымская геморрагическая ли¬ 
хорадка (Конго) 

Хазара 

Группа болезни овец Найроби 

Группа Дера Гази Хан 

Болезнь овец Найроби 

Дера Гази Хан 

Абу Хаммад 

(Ганджам) 

Дугбе 

Абу Мина 2 > 

Као Шуан 

Группа Кальюб 

Патум Тани 

Кальюб 

Претория 

Группа Хьюз 

Бандия 

Омо 

Хьюз 

Сахалинская группа 

Фераллон 2) 

Сахалин (Тилламук 2) ) 

Фрезер Пойнт 2) 

Кло Мор 

Пунта Салинас 

Таггерт 

Авалон 

Парамушир 


*) Вирусы классифицированы по трем степеням, обозначенным уровнем сдвига строки: 
комплекс, вирус и подтип; вирусы, указанные в скобках, являются вариантами. 

2 ) Эти вирусы не включены в Международный каталог арбовирусов [25, 127]. 


лизации инфекционное™ * 1 [25—27, 33, 63, 127, 190, 191, 228]. 
У вирусов этого рода не обнаружено серологического родства 
ни с одним из представителей других родов буньявирусов [56]. 
Белки, а также РНК и их З'-концы сильно отличаются от тако¬ 
вых у буньявирусов, уукувирусов и флебовирусов [33, 34, 69, 
70, 73, 87]. Хотя ничего не известно о стратегии кодирования и 
репликации наировирусов, на основе предварительных данных 
об их гликопротеинах ясно, что в ходе синтеза существует мно¬ 
го промежуточных внутриклеточных стадий [69, 70]. В препара¬ 
тах некоторых наировирусов, например у вируса Кальюб [69], 
наблюдали причудливые поверхностные структуры. К родовым 
свойствам наировирусов относятся следующие. 

1. Наировирусы имеют внешнюю оболочку, чувствительны к 
растворителям липидов, имеют диаметр 90-120 нм; их глико¬ 
протеины хорошо различаются на поверхности частиц [41, 69]. 

2. На поверхности вирионов находятся два гликопротеина (G1, 
72—84К; G2, 30—40К) [69, 70]. У вируса Хазара три глико¬ 
протеина (84К, 45К, ЗОК) [87]. 

3. Каждый из трех нуклеокапсидов (L, М и S) содержит уни¬ 
кальную РНК, много копий белка нуклеокапсида (N, 48— 
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54К) и незначительные количества большого белка (200К) Л 
[69, 70]. Вирусные РНК имеют мол. массы (4,1—4,9) - 10 е (L)/ 
(1,5—1,9) -ІО 6 (М) и (0,6—0,7) • ІО 6 (S) [69, 70]. 

4. Кодирующие способности РНК пока не определены. 

5. Три вирусные РНК имеют общую консенсусную последова¬ 
тельность (3') AGAGUUUCU... [73]. Концы вирус-специфи- 
ческих РНК не исследовали. 

6. Способность представителей рода к генетической рекомби¬ 
нации не выяснена. 

Род Uukuvirus 

Род Uukuvirus составляет одна серогруппа вирусов, пере- 
носимых клещами (табл. 22.4). Прототипный вирус Уукуниеми 
(UUK) выделен первоначально из напившихся кровью клещей 
Ixodes ricitius , собранных на коровах в 1960 г. в Уукуниеми 

Таблица 22.4. Предполагаемая серологическая классификация вирусов рода 
Uukuvirus , сем. Bunyaviridae !) 


Группа Уукуниеми 

Уукуниеми 
Ошнсайд 2) 
EgAn 1825-61 2 > 
Гранд Арбо 
Манава 
Понтевес 
Залив Терпения 


1 Вирусы классифицированы по трем ступеням, обозначенным уровнем сдвига строки; 
комплекс, вирус и подтип. 

2 Эти вирусы не включены в Международный каталог арбовирусов [25, 127]. 


в юго-восточной Финляндии [167]. Изоляты вируса получены 
также в различных районах Скандинавии, восточной Европы 
и Советского Союза [25], Другие вирусы выделены из клещей, 
собранных в различных районах мира: в СССР, США, Египте 
и Франции [25—27, 33, 127, 190, 191, 228]. Они оказались род¬ 
ственными вирусу Уукуниеми по реакции связывания компле¬ 
мента, подавления гемагглютинации и нейтрализации инфек- 
ционности. 

Структурные исследования вируса Уукуниеми показывают, 
что он имеет оболочку, чувствительную к растворителям липи¬ 
дов, а его плавучая плотность составляет 1,17—1,19 г/см 3 в 
сахарозе и 1,20 г/см 3 в хлориде цезия [184, 250], Как и у дру¬ 
гих членов семейства, коэффициент седиментации уукувирусов 
находится в пределах 350—470 S [184]. Химический анализ по- 
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называет, что вирионы содержат примерно 2 % РНК, 58 % 
белка, 33 % липидов, 7 % углеводов і[165] и обладают фосфо¬ 
липидами, сходными по составу с фосфолипидами вируса леса 
Семлики и слегка отличающимися от фосфолипидов хозяйских 
клеток ВНК-21 [200]. У вируса Уукуниеми найдено три неко¬ 
валентно замкнутых кольцевых нуклеокапсида и столько же 
видов РНК [117, 174, 182, 185], Как и у других членов семей¬ 
ства, в препаратах вируса различные виды РНК редко обнару¬ 
живаются в эквимолярном соотношении. Исследование про¬ 
цессов денатурации — ренатурации с помощью электронного 
микроскопа, а также определение последовательностей 5'- и 
З'-концов показало, что концы комплементарны; это дает воз¬ 
можность образовываться нековалентно замкнутым кольцевым 
молекулам [117, 174]. 

Анализ белков вируса UUK показал наличие двух глико¬ 
протеинов, основного белка нуклеокапсида и минорных коли¬ 
честв большого белка [184, 185, 251]. Гликопротеины видны 
как хорошо различимые пустые цилиндрические морфологиче¬ 
ские единицы длиной 8—10 нм диаметром 10—12 нм и с цент¬ 
ральной полостью размером 5 нм [209—211, 250]. Негативное 
окрашивание и фиксация препаратов UUK глутаральдегидом 
с последующим применением техники замораживания — скалы¬ 
вания показывает, что поверхностные единицы являются кла¬ 
стерами пентонов — гексонов, уложенных в икосаэдрическую 
решетку с Г=12, Р = 3 и расстоянием между гексонами 
— 12,5—16 нм для окрашенных частиц и 17 нм для заморожен¬ 
ных [250]. Анализ трансляции РНК in vitro позволяет предпо¬ 
ложить, что два гликопротеина происходят из общего пред¬ 
шественника [242]. 

В препаратах вируса UUK обнаружена активность РНК-за- 
висимой РНК-полимеразы [195], Является ли сегмент S РНК 
этих вирусов амбиполярным, неизвестно. 

Ниже перечислены родовые свойства вирусов Uukuvirus. 

1. Уукувирусы имеют внешнюю оболочку, чувствительны к рас¬ 
творителям липидов; после фиксации глутаровым альдеги¬ 
дом диаметр частицы составляет примерно 100 нм; глико¬ 
протеины хорошо различаются на поверхности частиц [184, 
210, 211, 250, 252]. 

2. Два гликопротеина имеют размеры 75К (G1) и 65К (G2) . 
Полисахариды связаны с аспарагином и принадлежат к 
сложному высокоманнозному и промежуточному типам, при¬ 
чем G2 содержит большую часть цепей с высоким содержа¬ 
нием маннозы [181]. По-видимому, гликопротеины происходят 
из общего предшественника [242]. 

3. Идентифицировано три типа кольцевых нуклеокапсидов (L, 
М и S), каждый из которых содержит свою уникальную РНК, 
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много копий белка нуклеокапсида (N, 20—25К) и незначи¬ 
тельное количество большого белка (145К), который может 
быть компонентом транскриптазы [117, 174, 182—185], Сег¬ 
менты вирусной РНК имеют мол. массы (2—3) - ІО 6 (L) , 
(0,9—1,3). ІО 6 (М) и (0,5—0,8). 10 е (S) [174, 182]. 

4. Кодирующие функции сегментов вирусных РНК пока не 
определены. В препаратах вируса обнаружена РНК-зависи- 
мая РНК-полимераза [195]. 

5. Сегменты вирусной РНК имеют общую консенсусную последо¬ 
вательность (3') UGUGUUUCUGGAG... и комплементарную 
ей (5') -последовательность [174]. Концы вирус-специфических 
мРНК не анализировали. 

6. Способность вирусов к генетической рекомбинации не иссле¬ 
довали. 


Неклассифицированные вирусы: вирус Хантаан 

Из всех вирусов, считающихся потенциальными членами 
сем. Bunyaviridae, данные о структуре и репликации известны 
лишь для вируса Хантаан (табл. 22.5). Некоторые некласси- 


Таблица 22.5. Предполагаемая серологическая классификация вирусов сем. 
Bunyaviridae (неклассифицированные вирусы) !) 


Группа Бакау 

Группа Йогуэ 

Бакау 

Иогуэ 

Кетапанг 

Касокеро 2) 

Группа Кайсоди 

Неклассифицированные вирусы 

Кайсоди 

Белмонт 

Ланьян 

Бханджа 

Сильверуотер 

Кетерах (Иссык-Куль) 

Хасан 

Группа Хантаан 

Кованьяма 

Хантаан 

Лоун Стар 

Эпидемическая нефропатия 2) 
Проспект Хилл 2) 

Чупитулас 2) 

Раздан 

Сандэй Каньон 

Тамди 

Татагине 

Группа Мапутта 

Мапутта 

Витватерсранд 

Маприк 

Ган Ган 

Трубанаман 



') Вирусы классифицированы по трем ступеням, обозначенным уровнем сдвига строки: 
комплекс, вирус и подтип; вирусы, указанные в скобках, являются вариантами. 

2 ) Эти вирусы не включены в Международный каталог арбовирусов [25, 127]. 
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фицированные возбудители были выделены от клещей, другие 
от комаров [25—27, 33, 127, 190, 191, 228]. Вирус Хантаан от 
членистоногих не выделяли, а большинство изолятов было полу¬ 
чено от грызунов [91, 135, 136, 265]. В связи с важностью этого 
вируса как возбудителя заболевания человека недавно было 
проведено несколько исследований вируса Хантаан и родствен¬ 
ных ему вирусов. Болезни, описываемые общим названием 
«геморрагическая лихорадка с почечным синдромом», включают 
корейскую геморрагическую лихорадку (КорГЛ), эпидемиче¬ 
скую геморрагическую лихорадку и эпидемическую нефропатию 
[91, 265]. Эти заболевания эпидемичны и эндемичны в некоторых 
районах Китая, СССР, Скандинавии, Европы и Кореи [91, 265]. 

Вирус Хантаан выделен первоначально от корейской полевки 
Apodemus agrarius corea [130, 135, 136]. Его считают этиологиче¬ 
ским агентом КорГЛ или близким родственником возбудителя 
[135, 136]. Этот вывод подкрепляется эпидемиологическими дан¬ 
ными, перекрестными реакциями с человеческими сыворотками 
реконвалесцентов и результатами случайного лабораторного за¬ 
ражения. Присутствие вирусов, родственных вирусу Хантаан, 
в различных районах мира, включая Северную Америку (у крыс 
Rattus norvegicus и полевок Microtus), показывает, что эти ви¬ 
русы широко распространены в природе [241]. 

Биохимические и структурные данные подтверждают предпо¬ 
ложительное помещение вирусов группы Хантаан в самостоя¬ 
тельный род сем. Bunyaviridae. Вирионы вируса Хантаан имеют 
внешнюю оболочку, а их диаметр и коэффициент седиментации 
сходны с таковыми для других буньявирусов [152, 264]. Наличие 
трех видов вирусной РНК [L с мол. массой (2,2—3,6)-10 6 ; 
М с мол. массой (1,4—1,9)-10 6 и S с мол. массой (0,6— 
0,75)-10 6 ] и связанной с вирионами РНК-полимеразы согласу¬ 
ется с данными, сообщавшимися для других членов семейства 
[215—217]. Белок нуклеокапсида вируса Хантаан и родственных 
ему вирусов имеет мол. массу 50—52К, а три сегмента РНК об¬ 
ладают общим консенсусом (3') AUCAUCAUCUG... [215; 216]; 
С. Schmaljohn, J. Dalrymple, неопубликованные данные), похо¬ 
жим на консенсус буньявирусов [(3') UCAUCACAUG]. 

Arenaviridae 

Сем. Arenaviridae включает 13 вирусов, которые подразде¬ 
ляют на виды Старого и Нового Света (табл. 22.6) [6, 56, 58, 8 К 
88, 106, 125, 126, 153, 175, 187—189, 205, 239, 258, 267]. Биологи¬ 
ческим и иммунологическим свойствам аренавирусов посвящена 
несколько обзоров, поэтому мы не будем их здесь приводить 
[55, 62, 121, 138, 139, 179, 199]. Вирусы получены от различных 
видов грызунов (или, как в случае вируса Такарибе, от питаю- 
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Таблица 22.6. Аренавирусы 


Вирус 

Распространение 

Основной хозяин 


Виды Старого Света 

LCM 

По всему миру 

Mus musculus 

Ласса 

Западная Африка 

Mastomis natalensis 

Мобала 

Центральноафри¬ 
канская Рес¬ 
публика 

Praomys jacksonii 

Мопейа 

Мозамбик 

Mastomys natalensis 


Источник 

данных 


[ 6 ] 

[56, 88] 
[106] 


[267] 


Виды Нового Света: комплекс Такарибе 


Амапари 

Бразилия 

Oryzomys goeldi 

[188, 189] 

Флексаль 

Хунин 

» 

Аргентина 

Neacomys guianae 

Oryzomys sp. 

Calomys laucha 

[175] 

Латино 

Боливия 

Calomys musculinus 

Akodon azarae 

Calomys callosus 

[126] 

Мачупо 

» 

To же 

[125] 

Парана 

Парагвай 

Oryzomys buccinatus 

[258] 

Пичинде 

Колумбия 

Oryzomys albigularis 

[239] 

Такарибе 

Тринидад 

Artibeus literatus 

[81] 

Тамиами 

Флорида 

Artibeus jamaicensis 

Sigmodon hispidus 

[58] 


щихся фруктами летучих мышей Artibeus) и от людей, как 
в случае вирусов Хунин, Мачупо, Ласса и LCM, являющихся воз¬ 
будителями соответственно аргентинской геморрагической лихо¬ 
радки, боливийской геморрагической лихорадки, лихорадки Лас¬ 
са и асептического лимфоцитарного хориоменингита. Последние 
4 вируса вызывают заболевания человека, которые могут быть 
тяжелыми и иногда летальными. Прототипом семейства явля¬ 
ется вирус LCM [6, 7], который был выделен как от мышей, так 
и от людей [7, 142, 202]. Термин «аренавирусы» происходит от 
латинского arena, arenosus (песок, песчаный) [187, 205]. Эти ви¬ 
русы получили свое название из-за рибосом, которые на тонких 
срезах придают зернистый, «песчаный» вид частицам. Одним из 
свойств аренавирусов, делающих их интересными для исследо¬ 
вания, является их способность легко вызывать персистентные 
инфекции у новорожденных животных и в культуре клеток [198]. 

Первоначальное описание серологических взаимоотношений 
и структурного сходства между членами группы Такарибе аре¬ 
навирусов Нового Света и аренавирусами Старого Света 
(табл. 22.6) [79, 158—160, 206] в последующем было дополнено 
анализом антигенной специфичности с использованием пере- 
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Рис. 22.10. Схематическое изображение структуры аіренавируса. 


крестно реагирующих моноклональных антител, а также даль¬ 
нейшим структурным анализом и анализом генотипа [50, 51, 54, 
76, 186, 197]. 

Как показано на схеме, приведенной на рис. 22.10, арена- 
вирусы относятся к вирусам с внешней оболочкой, чувствитель¬ 
ной к растворителям липидов; размер их плейоморфных частиц 
варьирует от 50 до 300 нм [79, 112, 158—160, 166, 223]. Вирусы 
созревают в результате почкования от плазматической мембра¬ 
ны хозяйской клетки, захватывая при этом рибосомоподобные 
структуры [150, 158—160]. Плавучая плотность вируснціх частиц 
равна 1,17—1,18 г/см 3 в сахарозе, 1,18—1,20 г/см 3 в хлористом 
цезии и 1,14 г/см 3 в амидотриазоле, а коэффициент седимента¬ 
ции ^500 S [186, 199]. Поверхностные выступы вируса с разме¬ 
ром 5—10 нм обычно нерегулярны, немногочисленны и имеют 
форму булавы [93, 159, 160, 248, 260]. На продольных срезах они 
выглядят пустыми [160]. На срезах вирусных частиц почти пет 
никаких структур, однако часто наблюдается переменное число 
электроноплотных гранул, напоминающих рибосомы (20-30 нм 
в диаметре). Присутствие рибосом подтверждается выделением 
рибосом и их субчастиц из препаратов вируса, а также выделе¬ 
нием и идентификацией с помощью фингерпринтов метилирован¬ 
ных рибосомных 28S- и 18S-PHK клетки-хозяина [5, 59, 68, 86, 
105, 177, 178, 180, 194, 247, 248]. При размножении вируса в при¬ 
сутствии низких концентраций актиномицина D включение мет¬ 
ки в рибосомную РНК ингибируется [59, 117]. Внутренние нуклео- 
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капсиды аренавирусов, состоящие из вирусных РНК и белка 
(N или NP), видны как напоминающие бусы, слабо скрученные 
кольцевые структуры (толщиной 9-15 нм) с основными парамет¬ 
рами 400—600 и 1000—1300 нм [93, 171, 248, 268, 269]. Каждая 
отдельная бусина, которая может быть местом скопления белка 
нуклеопротеина, имеет диаметр 3—4 нм и отстоит от соседней 
на расстоянии ^5 нм [268]. В составе нуклеокапсида РНК чув¬ 
ствительна к обработке РНКазой. В вирионах и нуклеокапсидах 
вируса Пичинде идентифицирована РНК-зависимая РНК-поли- 
мераза [60, 145]. Гомополимеразная активность [145] связана 
с рибосомами, находящимися в вирионах, но ее функция пока 
неясна. 

В дополнение к метилированным рибосомным РНК (28S-PHK 
и 18S-PHK) и малым 4— 7S-PHK, препараты аренавирусов со¬ 
держат обычно РНК двух основных типов: большую РНК [L, 
30— 35S, мол. масса (2—3,2) - ІО 6 ], и малую РНК [S, 20— 25S, мол. 
масса (1,1 —1,6) . 10 е ] [5, 59, 80, 82, 83, 128, 176—179, 194, 247]. 
Вирусные РНК L и S имеют различные олигонуклеотидные кар¬ 
ты, не имеют З'-концевой poly (А) и метилированного кэпа, не 
стимулируют синтез белка in vitro и содержат различную гене¬ 
тическую информацию [9, 10, 30, 32, 59, 76, 82, 105, 129, 143, 144, 
146, 204, 247]. Анализ нескольких аренавирусов показал, что 
РНК L и S имеют общую консенсусную последовательность на 
З'-конце [8, 9], которая, по крайней мере у вируса Пичинде, ком¬ 
плементарна 5'-концу [12]. В результате исследований клониро¬ 
ванной ДНК для мол. массы РНК S вируса Пичинде была полу¬ 
чена величина 1,16* 10 е , а для процентного содержания основа¬ 
ний следующие величины: 28,4% U, 22,6% С, 26,8% А и 22,2% G 
[12]. Иногда в препаратах вирусов обнаруживали также еще одну 
РНК с константой седиментации 15S [80, 83, 86, 247]. Анализ 
блот-гибридизацией с использованием разделенных цепей ДНК, 
соответствующих плюс- и минус-цепям РНК S, показывает, что 
фракция 15S-PHK содержит субгеномную мРНК, кодирующую 
вирусный белок нуклеопротеина N [10]. С помощью подобных 
методов было также обнаружено, что препараты вируса содер¬ 
жат небольшое количество РНК, комплементарной сегменту S 
и соответствующей ему по размеру [12]. Возможно, именно этим 
объясняется тот факт, что при самоотжиге выделенной РНК в 
зависимости от ее концентрации образуются большие количества 
(10—30 %) рибонуклеазоустойчивых дуплексов [247]. 

Разнообразие видов РНК, обнаруживаемых у аренавирусов, 
ясно показывает, что эти вирусы не имеют механизма для чет¬ 
кого выбора компонентов, участвующих в морфогенезе, харак¬ 
терного для многих других вирусов, например рабдовирусов. 
Дает ли это свойство им какое-то преимущество при заражении, 
неизвестно. Отметим также, что частицы аренавирусов часто 
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бывают генетически диплоидными (т. е. содержат более одной 
копии сегмента S), что, возможно, имеет биологическое значе¬ 
ние [204]. 

Присутствие рибосом в частицах аренавирусов может быть 
случайным в силу плейоморфного характера вирионов и скопле¬ 
ния (предполагаемого) рибосом в местах созревания. Рибосомы, 
выделенные из вирусных частиц, способны синтезировать белок 
при добавлении необходимых кофакторов и мРНК [68]. При ис¬ 
пользовании для размножения вируса клеток с /s -рибосомами 
обнаружили, что потомство вируса может вызывать последую¬ 
щую продуктивную инфекцию при таких температурах, когда 
дестабилизированы рибосомные частицы [147]. Возможно, что 
15 S-mPHK N связана с рибосомами и также включается случай¬ 
но. Однако не исключено, что на ранних этапах инфекции рибо¬ 
сомы и мРНК дают генные продукты. 

В препаратах аренавирусов идентифицировано три основных 
белка [42, 48—54, 80, 92, 93, 109, 114—116, 128, 144, 151, 179, 
193, 212, 248]. На поверхности вирионов располагаются два гли¬ 
копротеина примерно в равной пропорции [248]. У вирусов Пи- 
чинде и LCM белки G1 и G2 имеют различные триптические 
карты [53, 113—115]. Они составляют примерно 25% белковой 
массы и имеют мол. массы 44—72К (G1) и 34—40К (G2) [48, 53, 
92, 114—116, 128, 248]. В клетках, зараженных аренавирусами, 
обнаружен гликозилированный предшественник обоих гликопро¬ 
теинов, имеющий мол. массу 79К [48, 114—116]. Оба гликопро¬ 
теина можно удалить с поверхности вирионов обработкой про¬ 
теолитическими ферментами [51, 93, 248]. О полисахаридных 
боковых цепях гликопротеинов аренавирусов известно мало [42]. 
На основании данных о включении предшественников углеводов 
для большинства аренавирусов показано, что G1 гликозилирован 
сильнее, чем G2 [48, 151, 193, 248]. Моноклональные антитела к 
белку G1 вируса LCM нейтрализуют инфекционность эффектив¬ 
нее, чем моноклональные антитела к G2 [50]. У вирусов Хунин, 
Такарибе и Тамиами идентифицированы гликопротеины лишь 
одного вида [84]. В гликопротеине [93, 248] или во внутреннем 
нуклекапсидном белке N вируса Пичинде с мол. массой 60—70К 
[51, 93, 193, 248] не обнаружено ни сульфатных, ни фосфатных 
групп. Однако есть сообщение о протеинкиназе, присутствующей 
в вирионах LCM и использующей в качестве субстрата белок N 
[120], Большую часть (70%) вирионных белков составляет пере¬ 
крестно-реактивный белок нуклеопротеина [50—52]. У вируса 
Пичинде его количество оценивается в 1500 молекул на один 
вирион, а количество белков G1 и G2 в ~400 молекул каж¬ 
дого [248]. 

В дополнение к трем основным белкам в вирионах содер¬ 
жится минорное количество большого негликозилированного 
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белка (L, 200К) [114—116]. По аналогии с рабдовирусами и 
парамиксовирусами можно предположить, что этот белок яв¬ 
ляется компонентом транскриптазы. Описаны также и другие 
минорные белки, часто, но непостоянно обнаруживаемые в пре¬ 
паратах аренавирусов [76, 93, 105, 115, 193]. Они включают бе¬ 
лок Р с мол. массой 72К [93] и 6 небольших белков с мол. мас¬ 
сами, варьирующими от 14 до 48К [115]. На основе триптиче¬ 
ского картирования предполагают, что эти белки происходят из 
белка N[115]. 

ДНК-клонирование РНК аренавируса Пичинде показало, 
что в S -сегменте закодировано два больших генных продукта 
[10—12]. Один из них, N, кодируется вирус-специфической комп¬ 
лементарной субгеномной мРНК, соответствующей З'-концевой 
части РНК S [10]. Предполагают, что мол. масса первичного 
продукта трансляции составляет 63К [10]. Второй белок, GPC, 
кодирован субгеномной мРНК геномной полярности, соответст¬ 
вующей 5'-концевой половине вирусной РНК S [12]. Этот генный 
продукт с мол. массой (в негликозилированной форме) 57,ЗК 
богат остатками цистеина и содержит участки потенциального 
гликозилирования по аспарагиновым остаткам [12], В соответст¬ 
вии с этим наблюдением находятся данные рекомбинационного 
анализа, свидетельствующие о том, что сегмент S кодирует бе¬ 
лок N и два вирусных гликопротеина [114, 246]. Анализ блот-гиб- 
ридизацией с использованием вирус-специфических одноцепочеч¬ 
ных ДНК обеих полярностей в качестве зондов позволил уста¬ 
новить, что в клетках, зараженных вирусом Пичинде, присутст¬ 
вуют дискретные субгеномные мРНК вирионной полярности 
(для GPC) и комплементарные вирионной РНК (для белка N) 
[12]. Таким образом, эти данные показывают, что аренавирусная 
РНК S использует амбиполярную стратегию кодирования 
(рис. 22.11) [12]. 

Интересной особенностью последовательности сегмента S 
вируса Пичинде является присутствие в межгенной централь¬ 
ной области РНК шпилькообразной структуры, содержащей 
18GC- и 4АТ-пары [10]. Получены данные, указывающие на то, 
что эта последовательность действует как терминатор транс¬ 
крипции [М. Galinski, D.H.L. Bishop, неопубликованные резуль¬ 
таты]. Между концом кодирующей области и межгенной шпиль¬ 
кой нет уридиловых последовательностей [10]. Это подтвержда¬ 
ется также данными, согласно которым мРНК для белка N не 
содержит З'-концевого poly (А) [12]. 

Как уже обсуждалось выше для флебовирусов, происхожде¬ 
ние амбиполярной РНК S аренавирусов может быть связано 
с ошибкой репликации, при которой две раздельные РНК, каж¬ 
дая из которых кодирует свой особый продукт, например N и 
GPC, объединились вместе при репликации РНК. Если N пред- 
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Рис. 22.11. Стратегия кодирования, транскрипции, трансляции и .репликации 
сегмента S РНК аренавирусов. Приведена основанная на расположении 
генов последовательность событий, необходимых для получения продук¬ 
тов, закодированных в генах сегмента S РНК вируса Пичинде. 


ставлен последовательностью A—L, a GPC последовательно¬ 
стью О— Z, то такая объединенная РНК будет иметь последо¬ 
вательность А— L, Z' —О', где Z' —О' — это инвертированная 
последовательность, комплементарная О— Z. 

У всех семейств РНК-содержащих вирусов с внешней обо¬ 
лочкой, исследованных до настоящего времени, гликопротеины 
вируса требуются только в конце инфекционного цикла. Веро¬ 
ятно, GPC также не нужен на начальных этапах заражения, 
когда происходят первичная транскрипция мРНК L и N, тран¬ 
сляция белков L и N и синтез комплементарной РНК. Синтез 
мРНК GPC на промежуточных продуктах репликации РНК 
может быть полезным для инфекционного процесса, поскольку 
он регулируется независимо от синтеза мРНК белка N. Напри¬ 
мер, если промежуточный комплементарный продукт реплика¬ 
ции РНК накапливается в клетке в меньшем количестве, чем 
вирусная РНК, то синтез мРНК GPC также снижается. Кроме 
того, если в связи с наличием свободного белка N комплемен¬ 
тарные промежуточные продукты используются для реплика¬ 
ции, а не для синтеза мРНК GPC, то синтез мРНК GPC при 
этом блокируется. Могут быть предложены и другие механиз¬ 
мы. Однако несомненно, что возможно полное отключение син¬ 
теза мРНК GPC (и, таким образом, синтеза вирусных глико¬ 
протеинов). При этих условиях скорее всего не будет образо- 
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вываться никаких поверхностных антигенов вируса и, следова¬ 
тельно, вирусных частиц. Подобен ли этот механизм тому, бла¬ 
годаря которому аренавирусы дают персистентную инфекцию 
in vitro и у новорожденных, неизвестно. Как обсуждается ниже, 
при персистентной инфекции в культурах клеток практически 
не происходит экспрессии гликопротеинов вируса и сборки ин¬ 
фекционных вирусных частиц, хотя они содержат достаточное 
количество вирусных нуклеокапсидов [105]. 

Пути заражения и процессы, происходящие при заражении 
клетки аренавирусами, могут быть более сложными, чем у дру¬ 
гих РНК-содержащих вирусов с внешней оболочкой, поскольку 
в вирионах присутствуют полные вирусные РНК, комплементар¬ 
ные РНК S и мРНК для белка N. Хотя прямое секвенирование 
РНК из вируса свидетельствует о том, что комплементарные 
последовательности не так многочисленны, как последова¬ 
тельности с вирионной полярностью (в противном случае опре¬ 
деление последовательности при секвенировании было бы неод¬ 
нозначным), реальные относительные количества и биологиче¬ 
ское значение РНК, комплементарной сегменту S, неизвестны. 
Не исключено, что присутствие этой РНК связано с частицами 
дефектного вируса. 


Генетические свойства аренавирусов 

В опытах на вирусе Пичинде показана эффективная реком¬ 
бинация за счет обмена сегментами L и S [30, 32, 245, 246]. 
Вирусы дикого типа получали при совместном заражении раз¬ 
личными /5-мутантами адаптированного к высокой температуре 
прототипного вируса Пичинде, а также теми же мутантами и 
/5-мутантами другого штамма вируса Пичинде — вируса Пичин¬ 
де Мунчик [245, 246]. Мутанты удалось разделить на две груп¬ 
пы рекомбинации, соответствующие сегментам L и S вирусной 
РНК [245]. Получены также реассортанты при совместном за¬ 
ражении различными штаммами диких вирусов LCM [129, 
204]. Рекомбинация происходит за счет обмена целыми сегмен¬ 
тами РНК, а не за счет внутримолекулярной перестройки, что 
доказано путем анализа потомства вирусов, охарактеризован¬ 
ных с помощью олигонуклеотидного фингерпринтирования РНК 
(например, вирусов Пичинде и Мунчик или вируса LCM Арм¬ 
стронг и LCM WE) [129, 204, 246]. Хотя при таких совместных 
заражениях выделены и не все ожидаемые реассортантные 
варианты, наличие рекомбинантных вирусов позволило соотнес¬ 
ти сегменты РНК и генные продукты. Так, в исследованиях про¬ 
исхождения белков N, GPC и L у вирусов, содержащих L-cer- 
мент РНК от вируса Пичинде и S -сегмент от вируса Мунчик, 
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было обнаружено что РНК L кодирует белок L (200К) вируса 
Пичинде, а S -сегмент — белки N и GPC вируса Мунчик [114, 
246]. Кроме того, и для вируса Пичинде, и для вируса LCM 
было показано, что в модельных системах на животных виру¬ 
лентность [119, 246] определяется генными продуктами, коди¬ 
руемыми S -сегментом. 

Есть сообщения о комплементации с участием / 5 -мутантов 
по генам различных белков, кодируемых сегментом S вируса 
LCM [204]. Обнаружены три комплементационные группы, при¬ 
чем одна комплементируемая функция кодируется сегментом L 
и две — сегментом S. И хотя неизвестно, какие мутанты по 
S -сегменту соответствуют белку GPC, а какие — N, эти данные 
согласуются с представлением о том, что два генных продукта 
S -сегмента синтезируются независимо. 

При совместном заражении /5-мутантами по S -сегменту 
штаммов LCM ARM и LCM WE [204] обнаружены также ди¬ 
плоидные вирусы. Потомство образует бляшки при непермис¬ 
сивной температуре и содержит (по данным фингерпринтного 
анализа) S -сегменты как LCM ARM, так и LCM WE [204]. Тем 
не менее они дают большое количество /5-потомства, т. е. гене¬ 
тически нестабильны. Эти результаты можно понять, предпо¬ 
ложив совместную упаковку комплементирующих S -сегментов, 
которые при непермиссивной температуре синтезируют как 
N -белок, так и белок GPC дикого типа [т. е. белки, представля¬ 
ющие собой продукты генов дикого типа (не / 5 ) каждого из 
сегментов S]. 

Биологическое значение диплоидности (или полиплоидно- 
сти) аренавирусов неизвестно. Она может увеличивать генети¬ 
ческую стабильность. В этой связи сообщалось, что /5-мутанты 
аренавирусов трудно индуцировать и выделить [245]. Это мо¬ 
жет быть также результатом образования полиплоидов, напри¬ 
мер, если /5-мутантная РНК упаковывается вместе с летальной 
мутантной РНК или РНК дикого типа. Получены данные, сви¬ 
детельствующие о том, что некоторые /5-мутанты по РНК L 
вируса LCM действуют как мутаторы (т. е. совместное зараже¬ 
ние такими мутантами и вирусом дикого типа дает необычно 
большое количество /5-мутантов, включая мутанты по сегменту 
РНК, отличному от того, в котором содержалась исходная 
мутация) [11]. Возможно, что мутаторы имеют дефектную РНК- 
полимеразу, для которой характерна пониженная точность ре¬ 
пликации. 

При совместном заражении /5-мутантами вирусов Пичинде 
и LCM рекомбинантов не обнаруживается [204]. Ограничена ли 
в природе способность к рекомбинации между различными аре- 
навирусами, неизвестно. Тогда как in vitro [129, 246] межти¬ 
повые рекомбинанты найдены, для природных условий этот 
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вопрос остается открытым. Пока для ответа на него исследо¬ 
вано с помощью фингерпринтов недостаточное число полевых 
изолятов аренавирусов. 


Процесс репликации аренавирусов 

Выяснены лишь некоторые детали отдельных этапов репли¬ 
кации аренавирусов [199]. Только иногда (в зависимости от 
вируса и хозяйской клетки) начальный цикл заражения имеет 
цитолитический характер [199]. В отличие от многих других 
вирусов аренавирусы не вызывают прекращения синтеза макро¬ 
молекул хозяйской клетки [48, 80, 105, 212]. Однако в заражен¬ 
ных аренавирусами клетках мышиной нейробластомы снижает¬ 
ся синтез медиаторов [170], а в других клетках, зараженных 
этими вирусами, изменяются антигены гистосовместимости [168, 
270]. 

По сравнению с рабдовирусами инфекционный процесс, вы¬ 
зываемый аренавирусами, более медленный [80, 199]: латент¬ 
ный период составляет ~3—8 ч [80, 154, 248], тогда как для 
рабдовируса везикулярного стоматита (VSV) он равен 1 ч. 
Показано, что время максимальной продукции вируса зависит 
от температуры инкубации и множественности заражения [1, 
48, 84, 138, 140, 248]. При температуре 35—38 °С максимальный 
титр вируса [(1—5) -ІО 8 БОЕ/мл] достигается через 36 ч после 
заражения (для VSV выход вируса через 4—6 ч составляет 
10 9 -10 10 БОЕ/мл). 

Пока нет никаких данных о процессе первичной транскрип¬ 
ции мРНК in vivo или о типах и свойствах продуктов (напри¬ 
мер, мРНК белка N, ее 5'- и З'-концевых последовательностях). 
Неизвестно также, что определяет переключение с первичной 
транскрипции на репликацию РНК и вторичную транскрипцию. 
Ни 5-бромодезоксиуридин, ни 5-иоддезоксиуридин — ингибито¬ 
ры синтеза ДНК — не подавляют репликацию вируса Пичинде 
[186], в то время как цитохалазин В [14], актиномицин D в 
высоких концентрациях и сс-аманитин подавляют этот процесс 
[61, 154, 196, 225]. Причины подавления репликации аренавиру¬ 
сов актиномицином D и а-аманитином детально не исследовали. 
Очевидно, первый блокирует поздние стадии репликации арена¬ 
вирусов и не блокирует начальный синтез внутриклеточных 
вирусных антигенов [196]. Эти вопросы могут быть исследова¬ 
ны при наличии подходящих зондов, представляющих собой 
индивидуальные вирусные гены и индивидуальные цепи РНК. 
Помимо факта почкования аренавирусов от плазматической 
мембраны клетки о процессе их морфогенеза и созревания, ни¬ 
чего не известно. Вирус Пичинде нуждается в клеточном ядре 
по крайней мере первые 8 ч после заражения [14]. 
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Персистентная инфекция 

Для создания персистентно зараженных линий клеток ис¬ 
пользовали многие аренавирусы [198]. Такие клеточные линии 
легко получить [137, 138, 224, 259]. Роль дефектных вирусов в 
этом процессе неясна [83, 85, 138—141, 224, 259, 260, 262, 263]. 
Дефектные вирусы обычно образуются как в острой, так и в 
хронической фазе аренавирусных инфекций, зачастую с образо¬ 
ванием новых видов вирусной РНК [83, 85, 105]. 

Одной из особенностей персистентно зараженных культур 
является отсутствие (или присутствие в малых количествах) 
вирусных антигенов на поверхности клеток, несмотря на то, что 
вирусные белки содержатся в цитоплазме [118, 119, 141, 262]. 
Неясно, обусловлено ли это тем, что в цитоплазме клеток при¬ 
сутствует белок N и мРНК белка GPC не синтезируется, или 
тем, что нарушен транспорт гликопротеинов к поверхности клет¬ 
ки. Персистентно зараженные линии клеток устойчивы к про¬ 
дуктивной суперинфекции гомологичным вирусом, но допускают 
суперинфекцию некоторыми гетерологичными аренавирусами 
[138, 260]. Уровень, на котором осуществляется подавление су¬ 
перинфекции (адсорбция, проникновение, транскрипция и т. д.), 
неизвестен. 

Заражение аренавирусами in vivo 

Аренавирусы имеют очень ограниченный спектр природных 
хозяев (Cricetidae, включая полевок, песчанок и др., и Muridae, 
включая мышей, крыс и др.) [126], но многих животных можно 
заразить ими в опыте. Обычно природные хозяева заражаются 
вирусами на ранних этапах жизни с последующим развитием 
у них персистентной инфекции с выделением вируса [125, 198]. 
Развивающийся при этом хронический гломерулонефрит свя¬ 
зан с присутствием комплексов антиген—антитело [52, 169]. 

Врожденная инфекция или возникшая сразу после рожде¬ 
ния обычно характеризуется отсутствием или присутствием в 
низких концентрациях нейтрализующих антител, виремией и 
выделением вируса в течение всей жизни в лимфу и мочу [75, 
198]. Как считают Роулс и сотр. [198], развитие персистентной 
инфекции связано с компетентностью и зрелостью иммунной 
системы. Взрослые животные, подвергающиеся заражению, 
обычно справляются с виремией и дают заметные титры ней¬ 
трализующих антител. При этом важную роль играют компле¬ 
мент [261] и гуморальный и клеточный иммунные ответы. В мо¬ 
дельных системах за летальный исход инфекции при заражении 
вирусом ответственны изменения, обусловленные взаимодейст¬ 
вием между цитотоксическими Т-лимфоцитами и зараженными 
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вирусом клетками хозяина. Для персистентно зараженных жи¬ 
вотных характерно очень слабое эффекторное действие Т-лимфо- 
цитов. Причина этого неизвестна. У других аренавирусов, напри¬ 
мер у вируса Пичинде при заражении им некоторых линий 
хомячков, мишенью являются ретикулоэндотелиальные клетки 
различных органов [157]. 

Механизм острых геморрагических болезней, вызываемых 
вирусами Хунин и Мачупо, вероятно, иной; в этом случае на¬ 
блюдается геморрагия многих органов, а также шок, обуслов¬ 
ленный уменьшением объема циркулирующей крови [121]. Боль¬ 
ничная передача аренавирусов (особенно вируса Ласса) имеет 
важное значение для здравоохранения как в странах, эн¬ 
демичных по этому вирусу, так и в тех областях, куда приезжа¬ 
ют люди из этих стран. 

В заключение нужно отметить, что группа аренавирусов 
включает возбудителей, которые вызывают не только тяже¬ 
лые, иногда летальные, заболевания человека, но и персистент¬ 
ные инфекции у грызунов отдельных видов. Полученные к на¬ 
стоящему времени сведения о патогенезе аренавирусных забо¬ 
леваний и о молекулярной основе возникновения и поддержа¬ 
ния персистентной инфекции скудны. Этот вопрос предстоит 
подробно исследовать в будущем. 
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Глава 23 


Рабдовирусы 

Сьюзен У. Эмерсон 1 * 


На сегодня к рабдовирусам условно относят более 60 виру¬ 
сов [19]. Главным критерием их классификации служит мор¬ 
фология: «рабдо» означает «палочковидный»; все рабдовирусы 
вытянуты в длину и имеют форму или пули (закругленные на 
одном конце и плоские на другом), или бациллы (закругленные 
на обоих концах). Классификация, основанная исключительно 
на морфологии, привела к весьма странному на первый взгляд 
объединению вирусов, инфекционных для столь несхожих хо¬ 
зяев, как растения, млекопитающие, рыбы и насекомые 
(табл. 23.1). При более полном сопоставлении довольно неожи¬ 
данно выяснилось, что некоторые из этих вирусов помимо ха¬ 
рактерной морфологии имеют много других общих свойств и, 
несмотря на весьма различный спектр хозяев, оказываются род¬ 
ственными. 

К рабдовирусам относится ряд важных в экономическом 
отношении (патогенных для животных и растений) вирусов, а 
также летальный вирус бешенства [44]. Их геном представлен 
одноцепочечной РНК с мол. массой (4—5) -ІО 6 , которая кодиру¬ 
ет небольшое число белков, обычно пять. В ранних работах 
показано, что депротеинизированная геномная РНК не инфек- 
ционна. Как мы теперь знаем, это наблюдение отражает тот 
факт, что вирусная РНК имеет негативную полярность (т. е. 
комплементарна мРНК), и, следовательно, для синтеза мРНК 
вирус, заражающий клетку, должен содержать вирус-специфи- 
ческую РНК-зависимую РНК-полимеразу. 

Рабдовирусы удобно рассматривать как частицы, состоящие 
из двух структурных единиц с различными функциями: рибо- 
нуклеокапсида и оболочки (рис. 23.1). Геномная РНК инкапси- 
дируется по всей своей длине единственным главным струк- 
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Таблица 23.1. Рабдовирусы 1} 


Рабдовирусы позвоночных и беспо¬ 
звоночных: 

везикулярного стоматита 

Чандипура 

Пири 

бешенства 

летучих мышей Лагос 

Мокола 

Кламат 

каньона Керн 

Фландерс-Харт Парк 


летучих мышей горы Элгон 

Эгтвед (геморрагической септицемии) 
инфекционного гемопоэтического не¬ 
кроза 

болезни орегонских нерок 
болезни чавычи реки Сакраменто 
карпа 
Сигма 


*> По Кнудсону [19], с сокращениями. 


Рабдовирусы растений и беспозвоноч¬ 
ных: 

желтого некроза спаржи 

желтого некроза латука 

желтых прожилок осота 

морщинистости клубники 

желтой бороздчатой мозаики ячменя 

мозаики кукурузы 

мозаики северных злаков 

желтой карликовости картофеля 

кратковременной желтизны риса 

русской зимней мозаики пшеницы 

бороздчатой мозаики пшеницы 

скручивания листьев сахарной свеклы 

беладонны 

выростов клевера 

крапчатой карликовости баклажанов 

выростов люцерны 

подорожника 

хлоротических прожилок пшеницы 


турным белком. Процесс инкапсидирования завершается форми¬ 
рованием спирального нуклеокапсида, который в свернутом 
состоянии обусловливает форму зрелого вириона. Белки с актив¬ 
ностью вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразы (транскрип¬ 
тазы) присоединяются к нуклеокапсиду и образуют внутреннюю 
структурную единицу — рибонуклеопротеин, или РНП. РНП 
можно выделить из вирионов или из цитоплазмы зараженных 
клеток; при последующем введении в клетку он проявляет ин- 
фекционность. Вторая структурная единица — вирусная обо¬ 
лочка — окружает РНП и, с одной стороны, защищает геном от 
разрушения, а с другой — помогает проникнуть внутрь клетки. 
Хотя оболочка не является необходимой для заражения, она 
повышает инфекционность на 3—5 порядков. Оболочка состо¬ 
ит из липидного бислоя, усеянного снаружи гликопротеиновы¬ 
ми выступами и выстланного изнутри мембранным белком. 
Хотя этот белок обычно называют компонентом оболочки, 
такое определение может ввести в заблуждение, поскольку 
он взаимодействует также с РНП и на самом деле служит сво¬ 
его рода клеем, скрепляющим две структурные единицы. 

Все рабдовирусы имеют сходные размеры; диаметр зрелых 
вирусных частиц колеблется от 60 до 85 нм, а длина пропор¬ 
циональна длине РНК и составляет для рабдовирусов живот- 
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Рис. 23.1. А. Ви;рионы и нуклеокапсиды VSV (негативное контрастирование) . 
Б. Смесь стандартных и дефектных интерферирующих частиц (негативное 
контрастирование); Х230 000. В . Скопление почкующихся вирионов VSV на 
поверхности сенсорного нейрона мыши (фотография получена с помощью ска¬ 
нирующего электронного микроскопа); Х30 000. Фотографии предоставлены 
Моникой Дюбуа-Дальк. 


ных 180 нм, а для рабдовирусов растений — величину несколько- 
большую. Кроме того, многие рабдовирусы образуют делецион- 
ные мутанты. Поскольку эти мутанты содержат РНК меньше, 
чем стандартный вирус, длина их нуклеокапсидов, а следова¬ 
тельно, и зрелых частиц меньше. Раньше делеционные мутанты 
называли укороченными (truncated), или Т-частицами [34]. 
Теперь же их называют дефектными интерферирующими части¬ 
цами (или ДИ-частицами), что отражает их биологические 
свойства. Дело в том, что ДИ-частицы не способны автономно 
реплицироваться и нуждаются в присутствии стандартного ви- 
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руса; в то же время они интерферируют с репликацией стан¬ 
дартного вируса. 

Рабдовирусы, как правило, переносятся членистоногими. 
Следовательно, рабдовирусы животных могут размножаться в 
клетках как позвоночных, так и членистоногих, а рабдовирусы 
растений — в клетках членистоногих и растительных клетках 
[19]. Выяснилось, что вирусы животных не способны размно¬ 
жаться в растительных клетках, а вирусы растений — в клетках 
позвоночных. Поскольку к рабдовирусам относят огромное 
количество вирусов, большая часть которых изучена плохо, ис¬ 
черпывающий сравнительный анализ провести невозможно. 
Поэтому информация, представленная в следующих разделах* 
основывается главным образом на изучении вируса-прототипа— 
вируса везикулярного стоматита. 

Вирус везикулярного стоматита (VSV) патогенен для круп¬ 
ного рогатого скота, у которого он вызывает поражения поло¬ 
сти рта; кроме того, он является источником заболеваний у сви¬ 
ней и лошадей. Он эффективно размножается в культуре ткани 
и может быть легко очищен. VSV обладает широким спектром 
хозяев и может размножаться в клетках самых различных 
животных: рыб, насекомых и многих других. В тестах на ней¬ 
трализацию выявлены два серотипа VSV, названные Индиана 
и Нью-Джерси. Несмотря на явное родство двух серотипов, в 
опытах по отжигу РНК для их генов обнаружено не более 
10% гомологии. Геном VSV -Индиана полностью секвенироващ 
он содержит 11162 нуклеотида. Свой генетический потенциал 
вирус использует весьма эффективно: более 98% генома транс¬ 
крибируется с образованием пяти вирусных мРНК, а 95% 
последовательностей мРНК подвергаются трансляции; каждая 
мРНК кодирует один белок. Если учесть ограниченность вирус¬ 
ного генетического материала и необходимость синтеза собст¬ 
венной полимеразы, кажется удивительной способность VSV 
заражать эукариотические клетки столь широкого спектра. Ес¬ 
тественнее было бы предположить, что такой вирус во многих 
своих функциях будет зависеть от хозяина. Наиболее вероятное 
объяснение этому парадоксу состоит в том, что большинство 
вирусных белков, если не все, являются мультифункциональ- 
ными. 

Химические исследования указывают на то, что в состав ви- 
риона VSV -Индиана входит 64% белков, 20% липидов, 13% 
углеводов и 3% РНК. Липидный и углеводный компоненты 
синтезируются клеточными ферментами и поэтому в разных 
клетках-хозяевах до некоторой степени варьируют. Гены VSV 
расположены в геноме следующим образом: З'-лидер -N-NS-M- 
-G-L-5'. В процессе транскрипции формируется градиент кон¬ 
центрации мРНК таким образом, что N -мРНК присутствует в 
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Рис. 23.2. Схематическое изображение вириона вируса везикулярного стома¬ 
тита (VSV). 


наибольших количествах, а L -мРНК в наименьших. N -Белок 
(от англ, nucleocapsid) —это главный структурный белок ви¬ 
риона, образующий чехол, в котором упакована геномная РНК 
(рис. 23.2). L -Белок (от англ, large) и NS -белок также являют¬ 
ся компонентами РНП и в совокупности функционируют как 
полимераза. Гликопротеин G формирует выступы оболочки 
вириона, в то время как М-белок (от англ, matrix) размещен 
между липидом и РНП. 

Поскольку рабдовирусы не способны к генетической реком¬ 
бинации, для их изучения нельзя применить многие продук¬ 
тивные подходы классической генетики. Вместе с тем для VSV 
характерен очень высокий, достигающий 2% уровень спонтан¬ 
ных мутаций, что дает возможность выделять условно-леталь¬ 
ные мутанты [33]. Большинство выделенных мутантов являются 
температурочувствительными ( Is ); удалось также получить 
мутанты по спектру хозяев. Тесты на комплементацию выявили 
у /s -мутантов пять, а возможно, и шесть групп комплементации. 
Шестая группа, очевидно, отражает внутригенную комплемен¬ 
тацию L -белка. 

Прикрепление, проникновение и раздевание вируса 

Рабдовирусы животных сходны с другими имеющими обо¬ 
лочку вирусами в том, что вирусным компонентом, ответствен¬ 
ным за связывание с рецептором клетки-хозяина, является гли¬ 
копротеин. Поэтому избирательное устранение гликопротеина 
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VSV посредством протеолитического расщепления снижает ин- 
фекционность вируса примерно на пять порядков, а антитела 
против гликопротеина эффективно нейтрализуют вирус. Кроме 
того, прогретые вирионы /5-мутантов с термолабильным G -бел- 
ком не способны заражать клетку. Область в молекуле глико¬ 
протеина, ответственная за прикрепление к клетке, до сих пор 
не идентифицирована, однако уже получены моноклональные 
антитела к отдельным детерминантам G -белка, причем некото¬ 
рые из них блокируют инфекционность VSV, а другие — нет. 
Поэтому скоро станет возможным идентифицировать области 
белковой молекулы, вовлеченные в процесс прикрепления. Оли- 
госахаридные цепи в G -белке, по-видимому, несущественны для 
прикрепления к клетке, поскольку культивируемый в присутст¬ 
вии туникамицина VSV, содержащий негликозилированный 
G -белок, обладает инфекционностью, сравнимой с инфекционно- 
стью VSV, содержащего гликозилированный G -белок [8]. 

Отдельные стадии инфекционного процесса, включающие 
взаимодействие вирус—клетка, дифференцировать довольно 
трудно. Основные проблемы связаны с тем, что в инфекцион¬ 
ном процессе участвует только небольшая доля вирусных час¬ 
тиц; поэтому необходимо различать вирусные частицы, продук¬ 
тивно заражающие клетку и взаимодействующие с ней без 
продукции вируса. Для того чтобы различить вирусы, прони¬ 
кающие внутрь клетки и просто прикрепляющиеся к ее поверх¬ 
ности, часто используют обработку зараженных клеток протеа¬ 
зой. Поскольку транскрипция — первая стадия синтеза, осуще¬ 
ствляемая проникшим вирусом, в качестве показателя продук¬ 
тивной инфекции часто используют уровень синтеза вирусных 
мРНК. Учитывая эти обстоятельства, можно сформулировать 
общие принципы проникновения рабдовирусов в клетку. Необы¬ 
чайно широкий спектр хозяев VSV свидетельствует о том, что 
его рецептор является компонентом практически любых клеток. 
Эксперименты по связыванию вируса с клеткой показывают, что 
внутрь проникает лишь небольшая часть вирионов, прикрепив¬ 
шихся к клеточной поверхности; поэтому поиск рецептора ока¬ 
зался задачей не из легких. Эксперименты по конкурентному 
связыванию указывают на возможность насыщения рецептора 
клеток Vero VSV [39]. Обработка клеток протеазой не препят¬ 
ствует связыванию, но его можно полностью ингибировать фос- 
фатидилсерином — компонентом, общим для всех клеточных 
мембран [38]. Поскольку фосфатидилсерин ингибирует также 
процесс бляшкообразования у VSV, а липосомы, содержащие 
фосфатидилсерин, способны связывать его вирионы, предпола¬ 
гают, что это вещество играет роль клеточного рецептора или 
его фрагмента. 

Эксперименты по связыванию вируса бешенства дали дру- 
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гие результаты. При связывании с тканью вирус бешенства кон¬ 
центрируется в нервно-мышечных контактах. Этот процесс инги¬ 
бируется а-бунгаротоксином и d -тубокурарином, каждый из ко¬ 
торых способен связываться с ацетилхолиновыми рецепторами. 
Следовательно, последние могут служить высокоэффективными 
рецепторами для вируса бешенства [22]. Этот вывод помогает 
понять природу нейротропности вируса, но, поскольку in vitro 
он заражает не только нервные клетки, должны существовать 
также и другие рецепторы. 

Хотя рабдовирусы имеют липидную оболочку, в клетку они 
проникают в основном с помощью эндоцитоза, а не путем пря¬ 
мого слияния с мембраной. В отличие от парамиксовирусов у 
рабдовирусов нет специального белка, ответственного за слия¬ 
ние с клеточной мембраной, и этот процесс удается наблюдать 
только при кислых значениях pH или после осаждения вирио- 
нов на клетки с помощью центрифугирования. Электронно¬ 
микроскопический анализ показал, что связанный с клеткой 
VSV концентрируется в участках плазматической мембраны, 
выстланных клатрином, и обнаруживается в цитоплазматиче¬ 
ских везикулах, которые образовались в результате эндоцитоза 
выстланных клатрином ямок. Роль эндоцитоза в инфекционном 
процессе подтверждается также в опытах с использованием 
ингибиторов. Дансилкадаверин и амантадин, не влияющие на 
связывание с клеточной мембраной, но ингибирующие опосре¬ 
дованный рецептором эндоцитоз, крайне затрудняют проникно¬ 
вение вируса и последующий синтез вирусных РНК [37]. Про¬ 
никшие внутрь клетки вирионы затем обнаруживаются во вто¬ 
ричных эндосомах, где поддерживаются кислые значения pH, 
при которых и VSV, и вирус бешенства могут сливаться с мем¬ 
бранами. Предполагают, что слияние вируса с мембраной лизо¬ 
сомы, вызываемое кислой средой, приводит к раздеванию виру¬ 
са и выбросу рибонуклеопротеина в цитоплазму [30]. Такой 
путь инфекции и на сей раз подтверждается опытами с при¬ 
менением ингибиторов. Лизосомотропные агенты — хлорид ам¬ 
мония и хлорохин — накапливаются в лизосомах и поднимают 
pH выше того уровня, при котором возможно слияние VSV с 
мембраной. При добавлении этих веществ на ранних стадиях 
инфекции не ингибируется ни связывание VSV, ни его проник¬ 
новение внутрь клетки, но урожай вируса существенно умень¬ 
шается [27]. Изучая влияние других лизосомотропных аминов 
на синтез вирусных РНК, установили, что максимальное подав¬ 
ление синтеза достигается в том случае, когда ингибитор добав¬ 
ляют непосредственно в процессе заражения. Чем позже добав¬ 
ляют ингибитор, тем менее выражен эффект. Процесс ингиби¬ 
рования обратим и может быть приостановлен отмывкой кле¬ 
ток от ингибитора. Полученные данные говорят о том, что 
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перед инициацией синтеза РНК инфекционные вирионы VSV 
должны попасть в эндосомы. Хотя это заключение не бесспор¬ 
но, обычно полагают, что раздевание рабдовирусов, как и мно¬ 
гих других вирусов с оболочкой, происходит согласно описан¬ 
ному выше механизму. 

Синтез РНК 

Первой стадией в инфекционном цикле любых РНК-вирусов 
с негативным геномом является синтез мРНК. В эукариотиче¬ 
ских клетках нет РНК-зависимой РНК-полимеразы; поэтому 
для экспрессии своего генома рабдовирусьі должны иметь соб¬ 
ственную полимеразу и упаковывать этот фермент в зрелые 
вирусные частицы. Сразу же после удаления оболочки инфек¬ 
ционный вирус с помощью фермента, привнесенного им в клет¬ 
ку, начинает транскрипцию. 

В основном сведения о транскрипции рабдовирусов базиру¬ 
ются на опытах in vitro с использованием очищенных вирионов. 
В соответствующих условиях высокоочищенный VSV способен вос¬ 
произвести в пробирке все стадии синтеза и модификации мРНК. 
Продукты транскрипции стандартного вируса как in vivo, так и 
in vitro представляют собой пять моноцистронных матриц и ли¬ 
дерную РНК (рис. 23.3). Все мРНК напоминают эукариотические 
мРНК наличием кэпа (7-mG) на 5'-конце и длинной полиадени¬ 
ловой последовательности на З'-конце. Полиаденилирование про¬ 
исходит по механизму «пробуксовывания», а сигналом для нега 
служит последовательность длиной 11 нуклеотидов, располо¬ 
женная на З'-конце каждого гена. Пять мРНК транслируются 
с образованием пяти белков. Лидерная РНК имеет длину всего 



Геном Фрагменты гена L , 

ДИ-частицы 46 ( <6380+ 59) 

Рис. 23.3. Структура генома стандартного VSV и одного из классов ДИ-частиц 
этого вируса. Сверху указан порядок генов. Цифры в скобках обозначают чис¬ 
ло нуклеотидов, не входящих в состав продуктов транскрипции. Транскриби¬ 
руемые области изображены темными прямоугольниками, а снизу указан раз¬ 
мер соответствующих транекрилтов в нуклеотидах. 
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48 нуклеотидов и не подвергается ни кэпированию, ни поли- 
аденилированию. Она считывается непосредственно с З'-конца 
генома и не транслируется. Дефектные частицы также содержат 
вирусную РНК-зависимую РНК-полимеразу, но, за редкими ис¬ 
ключениями, не способны синтезировать мРНК: единственным 
продуктом их транскрипции является ДИ-лидерная РНК. Эта 
РНК, как и лидерная РНК стандартного вируса, имеет неболь¬ 
шой размер (46 нуклеотидов), не кэпируется, не аденилирует- 
ся и считывается с З'-конца генома. Из 17 первых нуклеотидов 
в ДИ-лидерной РНК 14 идентичны таковым стандартной ли¬ 
дерной РНК, а далее последовательности не совпадают. 

Опыты in vitro с вирусными субчастицами, полученными с 
помощью избирательной диссоциации вирионов или реконструи¬ 
рования из очищенных белков, показали, что из пяти вирусных 
полипептидов три необходимы для транскрипции. 

Депротеинизированная геномная РНК не может служить 
матрицей для вирусной полимеразы; матрицей является спираль¬ 
ный рибонуклеокапсид, состоящий из РНК, прочно связанной с 
N -белком. L- и NS -белки скорее всего представляют собой 
субъединицы полимеразы, поскольку оба они необходимы для 
транскрипции in vitro, а некоторые ^-мутации по этим белкам 
делают невозможной транскрипцию при непермиссивной темпе¬ 
ратуре in vivo. Два белка оболочки М и G несущественны 
для транскрипции in vitro: рибонуклеокапсиды без G- и М-бел- 
ков, но содержащие белки L и NS, вызывают продуктивную 
инфекцию, если их вводят в клетку с помощью диэтиламино- 
зтил (ДЭАЭ) -декстрана. До сих пор не удалось получить за¬ 
метных количеств некэпированных или же неаденилированных 
мРНК ни с помощью генетических, ни с помощью биохимиче¬ 
ских подходов. Поэтому неизвестно, какие именно белки отве¬ 
чают за эти модификации. Поскольку они могут осуществлять¬ 
ся очищенными вирионами и поскольку транскрипция и моди¬ 
фикация РНК тесно сопряжены, есть основания считать, что 
этот процесс осуществляют вирусные, а не клеточные белки. Во 
всяком случае метилирование кэпа и ближайшего аденилового 
остатка является несомненно вирусной функцией, так как неко¬ 
торые мутанты VSV по спектру хозяев дефектны по метилиро¬ 
ванию in vitro [11]. 

NS -Белок представляет собой фосфопротеин; при двумерном 
электрофорезе в полиакриламидном геле разрешается до 13 по¬ 
лос фосфорилированных молекул [12]. Возможно, уровень фос¬ 
форилирования влияет на функцию NS -белка [14]. Молекулы 
этого белка можно разделить на две фракции: с высоким и низ¬ 
ким уровнем фосфорилирования. Высокофосфорилированная 
фракция стимулирует транскрипцию in vitro, в то время как 
фракция с низким уровнем фосфорилирования неактивна в 
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реконструированной системе [17]. В вирионы упаковываются 
также протеинкиназы клеточного происхождения, способные 
фосфорилировать белок NS in vitro, но неизвестно, имеет ли это 
фосфорилирование какое-либо отношение к транскрипции. 

Геном РНК-содержащих вирусов, в том числе рабдовирусов, 
содержит несколько генов и для осуществления своего реплика¬ 
тивного цикла нуждается более чем в одном белковом продук¬ 
те. Поскольку вирусные мРНК транслируются эукариотически¬ 
ми рибосомами, которые не способны распознавать при трансля¬ 
ции несколько генов в составе одной молекулы мРНК, РНК- 
содержащие вирусы разработали несколько вариантов страте¬ 
гии, позволяющей экспрессировать все свои гены. Например, 
полноразмерная мРНК вируса полиомиелита транслируется с 
образованием одного гигантского полипротеина, который в 
дальнейшем нарезается на индивидуальные белковые продукты, 
а каждый ген вируса гриппа локализован в отдельном сегменте 
РНК, так что в результате транскрипции автоматически обра¬ 
зуются моноцистронные мРНК. У рабдовирусов геном транс¬ 
крибируется не целиком с образованием единой мРНК, а по 
отдельности—с образованием индивидуальных моноцистронных 
мРНК. Этот способ транскрипции приводит к появлению мРНК, 
непосредственно доступных для нормального эукариотического 
аппарата трансляции, и в то же время позволяет регулировать 
количество отдельных мРНК. Опыты по инактивации УФ-све- 
том показали, что транскрипция VSV осуществляется последо¬ 
вательно и полярно: транскрипция каждого гена происходит 
только после того, как транскрибировались все гены, распо¬ 
ложенные между ним и З'-концом генома, причем количество 
каждой мРНК уменьшается по мере удаления соответствующе¬ 
го гена от З'-конца генома. 

Для транскрипции VSV предложены две основные модели, 
принимающие во внимание последовательный синтез мРНК и 
их моноцистронную природу. Согласно первой из них, для каж¬ 
дого гена постулируется наличие своего промотора и сайта 
присоединения полимеразы [5]. Эта модель учитывает то обсто¬ 
ятельство, что in vitro частичное ингибирование транскрипции, 
вызванное УФ-инактивацией или отсутствием в реакционной 
смеси GTP или UTP, приводит к синтезу коротких олигонуклеоти¬ 
дов, соответствующих 5'-концу различных мРНК. Это означает, 
что полимераза VSV действительно способна инициировать син¬ 
тез РНК в нужных сайтах внутренних генов. Хотя эта «много¬ 
промоторная» модель легко объясняет образование моноцис¬ 
тронных мРНК, она плохо согласуется с данными, указываю¬ 
щими на последовательную транскрипцию генов. 

Вторая модель предполагает наличие единственного сайта 
присоединения полимеразы на З'-конце генома [7, 15]. Она хо- 
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рошо объясняет последовательное появление различных мРНК* 
но не объясняет, почему in vitro в абортивных реакциях синте¬ 
зируются концевые участки разных мРНК. Следовательно, она 
нуждается в некоторых модификациях. На основании данных,, 
полученных с использованием реконструированных систем, 
предположили, что полимеразы узнают геном исключительно в 
З'-концевой промоторной области, а затем продвигаются по 
геному. Этот процесс происходит непрерывно, пока практиче¬ 
ски весь геном не окажется насыщенным ферментом, а сами 
«насыщенные» матрицы не упакуются в почкующиеся вирионьъ 
В составе таких «насыщенных» матриц некоторые молекулы 
фермента располагаются вблизи начала внутренних генов; ког¬ 
да блок транскрипции снимается, полимеразы могут возобно¬ 
вить ее с внутренних сайтов. Смысл подобного механизма со¬ 
стоит в том, что полимераза, достигшая внутреннего гена, 
может инициировать там транскрипцию. Однако, поскольку 
узнавание матрицы происходит исключительно на З'-концевом 
промоторе, транскрипция неизбежно оказывается последова¬ 
тельной. В таком случае снижение уровня транскрипции генов 
по мере их удаления от З'-конца отражает вероятность досроч¬ 
ного отсоединения полимеразы от матрицы. 

Модель единственного промотора предполагает образование 
моноцистронных мРНК или в результате нуклеазного гидролиза 
полноразмерного РНК-предшественника, или по механизму 
«стоп—старт», когда полимераза последовательно перемещает¬ 
ся по геному и на границе генов инициирует и терминирует 
транскрипцию. Существующая информация не позволяет вы¬ 
брать одну из двух описанных моделей. Обнаружение олигори- 
бонуклеотидов, начинающихся с нуклеозидтрифосфатов, свиде¬ 
тельствует в пользу механизма «стоп—старт», тогда как обна¬ 
ружение ковалентно связанных мРНК, считанных с соседних 
генов, подтверждает наличие процессинга. Оказалось, что и ко¬ 
валентно сшитые транскрипты, и олигонуклеотиды, начинаю¬ 
щиеся с нуклеозидтрифосфатов, появляются с низкой частотой. 
Однако ни те ни другие не превращаются в зрелые мРНК- 
Поэтому невозможно оценить, являются ли они нормальными 
интермедиатами или же артефактами аберрантной транскрип¬ 
ции. В то же время вопрос, какой из двух предложенных меха¬ 
низмов является основным, очень важен, так как он имеет пря¬ 
мое отношение к механизму репликации РНК. 

Репликация рабдовирусов осуществляется в две стадии 
(рис. 23.4). Минус-цепь в составе рибонуклеокапсида служит 
матрицей для синтеза комплементарной РНК, совпадающей по 
размеру с геномной. N -Белок связывается с новосинтезирован¬ 
ной РНК, образуя рибонуклеокапсид, содержащий плюс-геном- 
ную РНК, после чего процесс повторяется и на плюс-РНК этого 
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Рис. 23.4. Схема репликативного цикла VSV. 


рибонуклеокапсида как на матрице образуются новые минус- 
цепи. Идентичные ли ферменты синтезируют плюс- и минус- 
цепи, пока неизвестно. 

Изучение /5-мутантов показало, что в процесс репликации 
вовлечены N-, NS- и L -белки. Поскольку матрицы для транс¬ 
крипции и для синтеза плюс-цепей в ходе репликации одина¬ 
ковы, неудивительно, что эти процессы контролируются одними 
и теми же белками. Принципиальным является вопрос о регу¬ 
ляции синтеза РНК: почему в первом случае продуцируются 
моноцистронные мРНК, а во втором — полноразмерные репли¬ 
кативные РНК? Репликация отличается от транскрипции тем, 
что зависит от синтеза вирусных белков. Если клетки, заражен¬ 
ные VSV, обработать циклогексимидом — ингибитором транс¬ 
ляции,— репликативный синтез РНК прекращается, а транс¬ 
крипция нет. Этот результат показывает, что для репликации 
необходим постоянный синтез одного или нескольких белков. 
Какие это белки — неизвестно, но есть основания считать, что 
они имеют вирусную природу. Как следует из опытов с деле- 
ционным мутантом VSV (HRLT1), репликация может поддер¬ 
живаться на низком уровне даже в отсутствие вируса-помощ¬ 
ника. У этого мутанта нет гена L, следовательно, новосинтези¬ 
рованный L -белок для репликации необязателен. Отсюда с оче¬ 
видностью вытекает, что требуется синтез белка N, или белка 
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NS, или обоих. N -Белок мог бы быть необходимым для чисто 
структурной функции. Связываясь с вирусной РНК, он, во-пер¬ 
вых, защищал бы ее от гидролиза нуклеазами и, во-вторых, 
делал бы ее способной служить матрицей для вирусных поли¬ 
мераз. Однако в зависимости от того, каков механизм транс¬ 
крипции, N -белок мог бы также по-разному регулировать син¬ 
тез РНК. Если для транскрипции справедлив механизм процес¬ 
синга, то в ходе репликации необходимо блокировать нарезание 
предшественника и распознавание сигналов полиаденилирова- 
ния. N -Белок, связанный с РНК, мог бы предотвращать процес¬ 
синг. Высказано предположение, что выбор между репликацией 
и транскрипцией определяется размером пула свободного N- 
белка. Легко представить себе, как N -белок в ходе репликатив¬ 
ного синтеза плюс-цепи предотвращает процессинг. Труднее 
понять, каким образом он блокирует сигналы полиаденилиро- 
вания. Изучение ДИ-частиц еще более усложнило понимание 
процесса репликации. Транскриптаза VSV синтезирует только 
лидерную ДИ-РНК, после чего синтез прекращается. В системе 
трансляции in vitro мРНК N -белка стимулирует репликацию 
ДИ-рибонуклеокапсидов; отсюда следует, что новосинтезирован¬ 
ный N -белок необходим для репликации ДИ-частиц и достато¬ 
чен для преодоления терминирующих сигналов, хотя механизм 
его действия неизвестен. Вместе с тем, как выяснилось при изу¬ 
чении ^-мутантов, NS -белок также необходим для репликации 
и является субъединицей транскриптазы. Если транскрипция 
инициируется с единственного промотора, то этот промотор ско¬ 
рее всего узнается ферментами и транскрипции, и репликации. 
Можно допустить, что транскриптаза модифицируется таким 
образом, что по-прежнему узнает промотор и инициирует син¬ 
тез РНК, но в процессе элонгации не реагирует ни на какие 
сигнальные последовательности. В таком случае, невзирая на 
терминирующие сигналы, осуществляется сквозное считывание, 
полиаденилирования не происходит, а репликация плюс- и 
минус-цепей как ДИ-, так и стандартного вируса протекает 
идентичным образом. 

Весьма привлекательной представляется гипотеза, согласно 
которой выбор между репликацией и транскрипцией зависит от 
фосфорилирования белка NS. Имеется в виду, что в репликации 
участвует метаболически нестабильная форма NS и что для 
появления этой формы необходим продолжающийся синтез 
белка. Впрочем, нельзя исключить и возможность того, что 
регуляторным фактором репликации как минус-, так и плюс- 
цепей служат оба белка (N и NS) и что репликация ДИ-частиц 
происходит принципиально иначе, нежели репликация стандарт¬ 
ного вируса. 

В репликации VSV могут участвовать также клеточные 
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факторы. Это допущение основано на получении мутантов па 
спектру хозяев и на том, что VSV, несмотря на очень широкий 
спектр хозяев, все же не размножается в лимфобластоидных 
клетках, клетках почки и роговицы кролика. В последнем слу¬ 
чае ограничения накладываются именно на стадию репликации 
РНК [9]. В чем именно заключается роль клеточных факторов, 
покажут дальнейшие эксперименты, хотя уже сейчас ясно, что 
в первую очередь должны быть исследованы клеточные киназы, 
которые, возможно, фосфорилируют белок NS. 

Скорость репликации плюс- и минус-цепей стандартного 
VSV неодинакова: в норме минус-цепи синтезируются в четыре 
раза быстрее, чем плюс-цепи. При изучении кинетики этого про¬ 
цесса выявили две стадии репликативного цикла. На ранних 
этапах инфекции плюс- и минус-цепи синтезируются в отноше¬ 
нии ~1 : 1, а на более поздних синтезируются преимущественно 
минус-цепи. Вместе с тем ДИ-частицы на протяжении всего 
инфекционного цикла синтезируют равные количества плюс- и 
минус-цепей. Ключ к пониманию механизма асимметричной 
репликации дает анализ концевых последовательностей обеих 
матриц. Первые 46—48 нуклеотидов на 3'- и 5'-концах РНК 
являются высококонсервативными, но они не идентичны у плюс- 
и минус-цепей стандартного вируса, что согласуется с разли¬ 
чиями в скорости репликации цепей. Вместе с тем концевые 
последовательности у плюс- и минус-РНК ДИ-частиц идентич¬ 
ны на протяжении по крайней мере 46 нуклеотидов и соответ¬ 
ствуют З'-концевым последовательностям плюс-цепи стандарт¬ 
ного вируса. Поскольку ДИ-частицы интерферируют со стан¬ 
дартным вирусом благодаря более эффективной конкуренции за 
лимитирующие факторы репликации и поскольку плюс-цепи 
стандартного вируса реплицируются более эффективно, чем ми¬ 
нус-цепи, можно заключить, что преимущества в репликации 
обусловлены З'-концевыми последовательностями плюс-цепей. 
Будучи локализованы на З'-конце матрицы, они должны содер¬ 
жать промоторную последовательность для репликазы. Экспе¬ 
рименты по расщеплению РНК в присутствии белков с после¬ 
дующим олигонуклеотидным анализом указывают на то, что 
NS -белок связывается с теми последовательностями на З'-конце 
стандартной минус-цепи, которые отличаются от таковых ДИ- 
матриц и стандартных плюс-цепей. Таким образом, если разли¬ 
чия в первичной структуре обусловливают различия в прочно¬ 
сти связывания репликазы, стандартная минус-цепь по сравне¬ 
нию с плюс-цепью и ДИ-матрицей содержит менее эффектив¬ 
ный промотор. Это одно из объяснений различия в уровне ре¬ 
пликации плюс- и минус-цепей. 

Согласно другой точке зрения, если З'-концевая последова¬ 
тельность матрицы в зеркальном отображении присутствует на 
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Рис. 23.5. Структура генома четырех классов ДИ-частиц VSV. Параллельные 
линии обозначают комплементарные последовательности, темный кружок — 
сайт присоединения вирусной транскриптазы. После инкансидации белком N 
все геномы становятся линейными. 


5'-конце синтезируемой РНК и если N -белок действительно 
регулирует репликацию, ее асимметричный характер можно 
объяснить различным сродством N -белка к б'-концам плюс- и 
минус-цепей. Независимо от того, какая возможность верна, 
ясно, что асимметричную репликацию плюс- и минус-цепей РНК 
могут вызывать даже небольшие различия в концевых после¬ 
довательностях РНК VSV. 

Иногда в репликации происходят ошибки, что приводит к 
появлению дефектных частиц [21]. Впрочем, реальную частоту 
ошибок репликации определить невозможно, поскольку отбором 
закрепляются только те дефектные частицы, которые имеют 
преимущества в репликации по сравнению со стандартным ви¬ 
русом. При образовании дефектных частиц концы генома в об¬ 
щем сохраняются, поскольку как плюс-, так и минус-цепи этих 
частиц должны сохранить способность инкапсидироваться N -бел- 
ком и узнаваться вирусной полимеразой. 

Подавляющее большинство дефектных частиц относится к 
типам «сковорода с ручкой» и «застежка», а всего описано 
4 типа ДИ-частиц (рис. 23.5). ДИ-частицы типа «сковорода с 
ручкой» и «застежка» сходны тем, что утратили З'-конец стан¬ 
дартного генома, но сохранили б'-концевой фрагмент гена L, а 
их 3'- и б'-концы комплементарны на протяжении по крайней 
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мере 45 нуклеотидов. Поэтому З'-концы как плюс-, так и ми¬ 
нус-цепей ДИ-РНК идентичны и неотличимы от З'-концов плюс- 
РНК стандартного вируса. Два других типа дефектных частиц 
представляют собой штаммы, полученные из одного стока. 
Оба они сохранили 3' и б'-концы стандартного генома, но 
содержат внутреннюю делецию, затрагивающую большую 
часть гена L. Различаются они только тем, что один из них 
(HRLT2) содержит на З'-конце дополнительные 70 нуклеоти¬ 
дов, которые комплементарны б'-концу стандартного вируса, и 
поэтому концевые последовательности данного штамма сходны 
с таковыми большинства ДИ-частиц. 

Как предполагают, ДИ-частицы образуются при отсоедине¬ 
нии комплекса полимераза — строящаяся цепь от матрицы и 
завершении репликации на другой матрице или в другом месте 
той же матрицы. В случае дефектных частиц типа «сковорода 
с ручкой» РНК-полимераза с присоединенной дочерней цепью, 
используя строящуюся цепь как матрицу, возобновляет реплика¬ 
цию в определенном сайте новообразованной цепи, отстоящем от 
б'-конца на 43—48 оснований. Этот процесс приводит к появ¬ 
лению комплементарных концов длиной около 50 нуклеотидов 
(ручка «сковороды»). Образование ДИ-частиц типа «застежка» 
или «шпилька» объясняется другой моделью. Согласно этой 
модели, матрицу реплицируют одновременно две молекулы по¬ 
лимеразы. Вторая молекула, догнав первую, проходит через 
репликативную вилку и в результате синтезирует РНК, состоя¬ 
щую из двух комплементарных половинок. Поскольку ДИ-части¬ 
цы описанных двух типов содержат б'-конец стандартного ви¬ 
руса, они должны были образоваться в ходе синтеза минус-цепи 
(при использовании плюс-цепи в качестве матрицы). Внутрен¬ 
ние делеции, характерные для ДИ-частиц двух других типов, 
могли образоваться в результате возобновления репликации на 
той же матрице или матрице такой же полярности, но какой 
именно, плюс или минус, мы не знаем. Неизвестно также, по¬ 
чему большинство ДИ-частиц относится к классу «сковорода с 
ручкой» или «шпилька». Возможно, они лучше отбираются по 
той причине, что содержат предполагаемые высокоэффективные 
сайты связывания полимеразы как на плюс-, так и на минус- 
цепях в отличие от других ДИ-частиц, содержащих интактные 
3'- и б'-концы стандартного вируса. В пользу этого предположе¬ 
ния говорит тот факт, что HRLT2, идентичный мутантам с внут¬ 
ренней делецией, но содержащий на З'-конце 70 дополнитель¬ 
ных нуклеотидов, избирательно накапливается при повторных 
пассажах. 
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Синтез и созревание вирусных белков 

мРНК рабдовирусов эффективно транслируются рибосома* 
ми клетки-хозяина. Для регуляции количества каждого белка 
используется скорее не трансляционный, а транскрипционный 
контроль. В случае VSV количество синтезируемых вирусных 
белков пропорционально количеству соответствующих мРНК. 
Поскольку транскрипция VSV последовательна и полярна, ее 
наиболее высокий уровень достигается для N -мРНК и, следова¬ 
тельно, для N -белка, а наименьший для L -мРНК и L -белка. 
Фракционирование клеточных экстрактов и опыты с импульсной 
меткой показали, что каждый вирусный белок проходит свой 
путь созревания, который завершается переносом на клеточную 
мембрану, где происходят сборка и почкование зрелых вирио- 
нов. 

Рабдовирусы состоят из двух отдельных морфологических 
единиц — оболочки и рибонуклеопротеина (РНП). РНП, состо¬ 
ящий из РНК и белков N, NS и L, собирается как отдельная 
структура в цитоплазме координированно с репликацией вирус¬ 
ной РНК. Основным белком РНП является N -белок, который 
включается в РНП, не подвергаясь пост-трансляционным моди¬ 
фикациям. Новосинтезированный N -белок перед сборкой в РНП 
входит в пул растворимых цитоплазматических белков. При 
этом он избирательно инкапсидирует только репликативные 
РНК, хотя более 90% последовательностей, входящих в состав 
репликативной плюс-геномной РНК, представлено и в мРНК. 
Предполагают, что избирательность инкапсидирования обуслов¬ 
лена последовательностями лидерной РНК [2]. Опыты по кон¬ 
куренции in vitro выявили предпочтительное связывание N -бел¬ 
ка с лидерной РНК, которое происходит на ее 5'-конце. Соглас¬ 
но принятой в настоящее время модели, лидерная РНК содер¬ 
жит сигнал, необходимый для связывания первой молекулы 
N -белка. После связывания первой молекулы происходит после¬ 
довательное быстрое присоединение новых молекул, что приво¬ 
дит к инкапсидированию всех последовательностей РНК в 3'- 
направлении от начальной точки связывания. У мРНК нет сиг¬ 
нала для начала связывания, поэтому они не инкапсидируются. 
Предполагают, что таким сигналом служит последовательность 
из 15 нуклеотидов, каждый третий остаток в которой — аде¬ 
ниловый. Независимо от того, играет ли роль сигнала опре¬ 
деленная первичная последовательность или определенная вто¬ 
ричная структура, сигнал инициации связывания должен быть 
локализован в пределах первых 18 нуклеотидов лидерной РНК, 
так как именно эта область в плюс- и минус-цепях стандартных 
вирусов и ДИ-частиц одинакова. При этом N -белок не полно¬ 
стью закрывает узнаваемые нуклеотиды, поскольку в составе 
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РНП они столь же доступны для таких модифицирующих аген¬ 
тов, как диметилсульфат, как и в составе депротеинизированной 
РНК. 

Не исключено, что размер пула N -белка регулирует пере¬ 
ключение с транскрипции на репликацию. Когда этот пул ве¬ 
лик, N -белок способен связываться с лидерной РНК даже в 
составе вновь синтезируемой цепи и тем самым препятствовать 
процессингу РНК или преодолевать аттенуацию. Если же раз¬ 
мер пула незначителен, лидерная РНК может избежать инкап- 
сидирования до отсоединения от матрицы, и в этом случае осу¬ 
ществляется транскрипция. 

Добавление N -белка приводит к накоплению в цитоплазме 
РНП, содержащих как плюс-, так и минус-геномные РНК. РНП, 
содержащие плюс-РНК, остаются в цитоплазме, и их единст¬ 
венная функция — служить матрицей для синтеза минус-цепей. 
Новосинтезированные минус-РНП могут использоваться или 
как матрицы для синтеза мРНК (вторичная транскрипция), 
или для репликативного синтеза плюс-цепей РНК, или для 
включения в почкующиеся вирионы. 

С цитоплазматическими РНП ассоциированы также два бел¬ 
ка с полимеразной активностью — NS и L, но пути их созрева¬ 
ния различны, причем эти пути отличаются и от пути созрева¬ 
ния N -белка. NS -Белок интенсивно фосфорилируется по серино¬ 
вым и треониновым остаткам, что приводит к гетерогенности 
популяции его молекул. Пептидное картирование выявляет по 
меньшей мере 21 сайт фосфорилирования NS -белка в клетках 
ВНК, причем некоторые сайты фосфорилируются чаще дру¬ 
гих [14]. Однако в какой мере фосфорилирование определяет 
функцию NS -белка, все еще неясно. 

Опыты на клетках яичника китайского хомячка (СНО) при¬ 
вели к предположению о компартментации двух популяций 
белка NS, различающихся на 10% по степени фосфорилирова¬ 
ния, причем с РНП ассоциирована популяция с меньшим уров¬ 
нем фосфорилирования [6]. Вместе с тем в клетках ВНК такой 
компартментации не наблюдали. Для разделения молекул NS 
использовали ионообменную хроматографию. Оказалось, что 
транскрипция in vitro идет только в присутствии более фосфо- 
рилированных молекул. Белок NS, выделенный из растворимой 
цитоплазматической фракции, по своей подвижности в геле 
отличается от вирионной формы малой степенью фосфорилиро¬ 
вания и неспособностью поддерживать транскрипцию в рекон¬ 
струированных системах. Хотя высокий уровень фосфорилиро¬ 
вания коррелирует со способностью поддерживать транскрип¬ 
цию, неясно, существенны ли все или некоторые из фосфори- 
лированных остатков для активности белка NS, или же эта 
корреляция случайна. 
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Несмотря на то что в вирионах и РНП белок NS является 
минорным компонентом, в зараженных клетках он представлен 
в очень большом количестве. Он необычен тем, что способен 
накапливаться в растворимой цитоплазматической фракции. 
Опыты с импульсной меткой показали, что в этой фракции по¬ 
является и остается ~75% новосинтезированных молекул NS 
[13]. Остальные 25% минуют растворимую фракцию и вместе с 
белком L включаются непосредственно в реплицирующиеся ну- 
клеокапсиды. Существуют ли структурные различия между мо¬ 
лекулами NS, включающимися в РНП и остающимися в рас¬ 
творимой фракции, пока не выяснено. Высокая концентрация 
белка NS в цитоплазме позволяет предположить наличие у него 
какой-то функции, правда, доказательств в пользу этой точки 
зрения нет. 

Белок L не выявляется в цитоплазматической фракции, 
сразу же после синтеза он включается в РНП. В составе реп¬ 
лицирующихся РНП обнаружены новосинтезированные NS и 
L, из чего следует, что сборка РНП включает несколько со¬ 
пряженных стадий. Опыты по насыщению позволяют устано¬ 
вить, что в составе РНП присутствует около 140 молекул L -бел¬ 
ка и 230 молекул белка NS. Поскольку связывание этих белков 
вплоть до насыщения происходит в отсутствие транскрипции, 
а число связывающихся молекул существенно больше того, кото¬ 
рое может связаться с промотором, этот процесс является по 
существу процессом упаковки. В результате инфекционный ви- 
рион обеспечивается достаточным запасом полимераз. Неизвест¬ 
но, с чем взаимодействуют в процессе насыщающего связыва¬ 
ния полимеразы: с РНК или с N -белком. По крайней мере 
L -белок в отсутствие белка NS не способен связываться сРНК> 
а NS -белок в отсутствие L -белка способен. 

Сборка оболочки вириона начинается с включения вирус¬ 
ного гликопротеина в плазматическую мембрану клетки. Гли¬ 
копротеин VSV -Индиана претерпевает сложный путь созревания, 
включающий протеолитическое нарезание, присоединение и про¬ 
цессинг олигосахаридов, присоединение жирных кислот [51]. Эти 
модификации осуществляются одна за другой в ходе синтеза 
и последующего транспорта G -белка к поверхности клетки. 
Изучение кинетики этого процесса показало, что для достиже¬ 
ния клеточной мембраны новосинтезированному G -белку тре¬ 
буется по меньшей мере 15 мин. В отличие от четырех других 
вирусных белков G -белок всегда связан с мембраной, а его 
мРНК обнаруживается в рибосомах, связанных с мембранами. 
N -конец G -белка содержит гидрофобную сигнальную последо¬ 
вательность, которая взаимодействует с мембраной эндоплазма¬ 
тического ретикулума (ЭР). Очевидно, именно эта область но- 
восинтезированного полипептида инициирует связывание рибо- 
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сом с мембраной. В ходе синтеза белковой молекулы N -конце* 
вая область G -белка проникает через мембрану и оказывается 
в просвете ЭР, где первые 16 аминокислотных остатков удаля¬ 
ются протеолитическим расщеплением. В процессе трансляции 
синтезируемый полипептид постоянно продвигается через мем¬ 
брану в просвет ЭР. Гликозилирование происходит тогда, ког¬ 
да в просвет выходят соответствующие сайты — два аспарги- 
новых остатка в 178-м и 335-м положениях, на которые с ли¬ 
пидного носителя переносятся уже готовые сложные олигоса- 
харидные цепи. После завершения трансляции G -белок ориен¬ 
тирован несимметрично; его основная часть находится в про¬ 
свете ЭР, следующие 20 аминокислотных остатков «заякорены» 
в мембране, а 29 С-концевых остатков находятся в цитоплазме. 
Далее гликопротеин переносится в аппарат Гольджи, где про¬ 
исходит его дальнейший процессинг, в частности созревание 
сложных олигосахаридов: одни концевые сахара удаляются, а 
другие — обычно нейраминовые кислоты — присоединяются. 
Поскольку отдельные стадии гликозилирования осуществляют¬ 
ся клеточными трансферазами, состав концевых сахаров в раз¬ 
ных клетках варьирует. Когда G -белок VSV -Индиана уже нахо¬ 
дится в аппарате Гольджи, к нему вблизи карбоксильного кон¬ 
ца ковалентно присоединяются 1—2 молекулы жирных кислот 
[3, 40]. Роль этих кислот не ясна, т. к. у G -белка VSV -Нью-Джер- 
си они отсутствуют. В конце концов G -белок переносится в 
клеточную мембрану, где и накапливается. При этом основная 
часть белковой молекулы располагается на внешней поверхно¬ 
сти, а карбоксильный конец находится в цитоплазме. Точный 
механизм, направляющий перенос G -белка из одного компарт- 
мента в другой, неизвестен. Известно лишь, что его транспорт 
из ЭР в аппарат Гольджи и далее в плазматическую мембрану 
осуществляется в составе небольших окаймленных клатрином 
везикул [36]. В клетках MDCK специфичность транспорта еще 
более высокая. Здесь гликопротеин VSV транспортируется толь¬ 
ко на базолатеральную мембрану, а гликопротеин вируса грип¬ 
па — на апикальную поверхность. 

M -Белок имеет относительно простой механизм созревания. 
Хотя он является белком наружной мембраны, его мРНК тран¬ 
слируется на свободных полисомах, а сам белок проходит че¬ 
рез небольшой пул растворимых цитоплазматических белков. 
Поскольку М-белок выстилает внутреннюю поверхность липид¬ 
ной оболочки вириона, а также связывается с нуклеокапсидом, 
оказалось неожиданным, что он, не накапливаясь ни на клеточ¬ 
ной мембране, ни в цитоплазматических РНП, непосредственно 
включается в состав вирионов из растворимой фракции. Опыты 
по кинетике позволяют предложить следующее объяснение: 
М-белок образует центр нуклеации при почковании и стоит ему 
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начать взаимодействие с мембраной или РНП, как дальнейшие 
стадии этого взаимодействия произойдут с такой быстротой, что 
их невозможно зарегистрировать. 


Сборка вирионов 

Почкование зрелых вирионов — сложный процесс, для кото¬ 
рого необходимы ассоциированный с мембраной G -белок, рас¬ 
творимый М-белок и РНП-частицы. Все эти компоненты соби¬ 
раются на определенном участке мембраны [18]. Правда, ни 
сборка, ни собственно почкование в деталях не изучены, но есть 
основания считать, что ключевую роль играет М-белок: до сих 
пор не обнаружены вирионы без М-белка, хотя вирионы без 
G- или N -белка могут существовать. Отсюда следует, что М-бе¬ 
лок совершенно необходим для созревания вирусных частиц. 
Предполагают, что он действует как мостик, связывающий РНП 
и оболочку. Он расположен очень близко как к G-, так и к N- 
белку, поскольку в вирионах, подвергшихся химической сшивке, 
обнаруживаются димеры типа G -М и N-M. Кроме того, М-белок 
способен вызывать сворачивание удлиненных РНП с образова¬ 
нием той уплотненной конфигурации, которая присутствует в 
вирионах. Поскольку М-белок не обнаруживается in vivo ни на 
мембранах, ни в РНП, пока неясно, с чем он первоначально 
взаимодействует: с G -белком (возможно, через его направлен¬ 
ный в цитоплазму карбоксильный конец) или с РНП. Резуль¬ 
таты, полученные на мутантах, свидетельствуют в пользу пер¬ 
вой возможности. 

rs -Мутации в М-белке влияют на подвижность G -белка на 
поверхности клетки. Измерения флуоресценции показали, что 
при заражении нормальным вирусом дикого типа на протяже¬ 
нии всего репродуктивного цикла по меньшей мере 75% свя¬ 
занного с клеточной поверхностью G -белка высокоподвижны. 
Только небольшая фракция накапливается в месте сборки ви- 
риона, где происходит почкование [16]. При пермиссивной тем¬ 
пературе некоторые /5-мутанты по М-белку характеризуются 
уменьшением мобильной фракции G -белка по сравнению с ви¬ 
русом дикого типа. На основании этого можно заключить, что 
для вируса дикого типа фактором, лимитирующим скорость 
сборки, является образование комплекса М— G, а для мутант¬ 
ных вирусов образование комплекса М—РНП [35]. Поскольку 
у таких мутантов взаимодействие М-белка с РНП существенно 
ослаблено, это взаимодействие оказывается лимитирующим 
фактором и осуществляется уже после взаимодействия G —М 
[47]. Итак, согласно современным представлениям, М-белок 
обеспечивает почкование благодаря образованию локальных 
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кластеров с G -белком, после чего происходят быстрое присо¬ 
единение РНП и почкование. 

Хотя липидный состав оболочки вириона близок к аналогич¬ 
ному составу клеточной плазматической мембраны, часто он с 
ним не совпадает, т. е. включение липидов в мембрану вириона 
носит в какой-то степени избирательный характер. Довольно 
странно, что в ходе почкования из вирусной мембраны практи¬ 
чески полностью исключаются вирусные белки. Механизмы, 
осуществляющие селекцию липидов и исключение белков, так 
же как и механизмы образования почки и высвобождения ви¬ 
риона, остаются неизученными. 

Интересная проблема связана с отбором нуклеокапсидов для 
почкования. Известно, что в вирионы упаковывается только 
минус-цепь РНК, хотя N -белком инкапсидируются как минус-, 
так и плюс-геномные РНК. Следовательно, различия в пер¬ 
вичной структуре между плюс- и минус-геномными РНК 
должны проявляться на стадии созревания вирионов. Вопрос в 
том, какой именно белок различает цепи. Наиболее вероятным 
кандидатом является М-белок. Когда in vitro он связывается с 
рибонуклеокапсидами, транскрипция ограничивается лидерной 
РНК и первыми 14 нуклеотидами гена N. Отсюда следует, что 
в связывании М-белка существует некоторая специфичность. 
Тем не менее остается невыясненным, взаимодействует ли М-бе¬ 
лок с белками РНП или собственно с РНК и какова роль 
М-белка в селекции цепей. 

Влияние на метаболизм клетки-хозяина 

Рабдовирусы представляют собой цитолитические вирусы, 
быстро убивающие зараженные клетки. Гибели клетки пред¬ 
шествует эффективное выключение синтеза хозяйских белков, 
ДНК и РНК. До сих пор неизвестно, что является причиной 
гибели клетки: кумулятивное действие вируса на клеточный ме¬ 
таболизм или его действие на специфическую мишень. Почему 
клетка гибнет так быстро? Чтобы понять это, нужно иметь в 
виду, что при заражении затрагиваются три основных пути 
биосинтеза и различные клеточные линии обладают разной 
чувствительностью. Хотя общая картина того, как вирус уби¬ 
вает клетку, еще не сложилась, уже частично изучены факто¬ 
ры, выключающие отдельные биосинтетические пути. Для гибе¬ 
ли зараженной клетки необходима не репликация вируса, а 
транскрипция вирусного генома, так же как для выключения 
всех трех биосинтетических путей [24, 25]. 

Поскольку репликация VSV происходит в цитоплазме зара¬ 
женных клеток и может осуществляться даже в клетках, ли¬ 
шенных ядра, столь сильное влияние вируса на процессы, про- 
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текающие в ядре, вызывает удивление. VSV, например, суще¬ 
ственно снижает уровень синтеза РНК всеми тремя клеточны¬ 
ми РНК-полимеразами: Pol I, II и III. Опыты в реконструиро¬ 
ванных системах in vitro показали, что блокирование синтеза 
РНК обусловлено не необратимой инактивацией хозяйских 
транскриптаз, а скорее снижением частоты инициаций in vivo 
[46]. Эксперименты с /5-мутантами свидетельствуют о том, что 
для подавления синтеза клеточных РНК необходима транскрип¬ 
ция вирусного генома. Но по данным опытов с УФ-инактиваци- 
ей транскрипции должна подвергнуться лишь малая часть гено¬ 
ма, возможно только лидерная последовательность [45, 48]. 
Появление надежных систем для эукариотической транскрип¬ 
ции in vitro дало возможность изучать непосредственно влия¬ 
ние продуктов VSV на транскрипцию, обусловленную Pol II и 
III. Оказалось, что транскрипцию подавляют не сами вирусные 
белки, а очищенные вирусные транскрипты [28]. Ингибирующим 
действием обладали все изученные РНК, если их добавляли 
в высоких концентрациях, а небольшая лидерная последова¬ 
тельность плюс-цепи VSV ингибировала Pol II и III даже в низ¬ 
ких концентрациях. Имеются и другие подтверждения роли 
лидерной РНК в подавлении синтеза хозяйской РНК. Установ¬ 
лено, что лидерная РНК, синтезированная ДИ-частицами, кото¬ 
рые in vivo не ингибируют синтез РНК, в опытах по подавле¬ 
нию синтеза РНК in vitro по меньшей мере в 30 раз менее ак¬ 
тивна, чем стандартная лидерная РНК. 

Пока нет ответа на вопрос, как именно лидерная РНК вы¬ 
ключает синтез клеточных РНК. По-видимому, она может дей¬ 
ствовать непосредственно на аппарат транскрипции, так как 
на ранних стадиях заражения накапливается в ядре [20]. Прав¬ 
да, число молекул лидерной РНК на клетку оценивается в 300, 
а число клеточных РНК-полимераз— в тысячи. Интересен тот 
факт, что лидерная РНК обнаруживается в комплексе с белком 
La — клеточным антигеном, способным связываться с продук¬ 
тами Pol III. Однако роль взаимодействия между лидерной 
РНК и белком La в выключении синтеза РНК вызывает сомне¬ 
ния, которые останутся до тех пор, пока не будет более под¬ 
робно изучена транскрипция у эукариот. 

Еще меньше мы знаем о том, как выключается синтез хо¬ 
зяйской ДНК. Впрочем, кажется вероятным, что за это отвеча¬ 
ет та же функция VSV, которая выключает синтез РНК. Это 
предположение основывается на том, что кинетика обоих про¬ 
цессов одна и та же, что /s -мутанты способны осуществлять ли¬ 
бо оба этих процесса, либо не осуществлять ни одного и, нако¬ 
нец, на том, что функциональный размер мишени для УФ-инак- 
тивации, блокирующей оба процесса, одинаков и весьма мал 
[29]. Однако не существует ни данных, прямо указывающих на 
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роль лидерной РНК в выключении синтеза ДНК, ни предпола¬ 
гаемых моделей ее действия. 

В то время как выключение синтеза хозяйских РНК и ДНК 
осуществляется по сходному механизму, выключение синтеза 
хозяйских белков явно происходит совершенно иначе. Хотя для 
этого также необходима транскрипция вируса, функциональный 
размер мишени для УФ-инактивации белкового синтеза больше, 
чем для инактивации синтеза РНК или ДНК. Опыты по инак¬ 
тивации УФ показали, что для подавления белкового синтеза 
необходима транскрипция гена N, а возможно и NS. Не исклю¬ 
чено, что требуется также трансляция этих генов [26]. Кроме 
того, даже когда в клетке полностью подавлен синтез ДНК и 
РНК, необходимым условием синтеза вирусных белков должна 
быть интактность трансляционного аппарата. Следовательно, 
подавление белкового синтеза избирательно по отношению к 
белкам клетки-хозяина и не затрагивает вирусных белков. Ме¬ 
ханизм избирательного выключения в настоящее время диску¬ 
тируется. Простейшее объяснение, что трансляция подавляется 
в результате модификаций клеточных мРНК, пришлось исклю¬ 
чить. Есть данные, как подтверждающие, так и опровергающие 
модель, согласно которой выключение синтеза белков происхо¬ 
дит благодаря более эффективной конкуренции вирусных РНК 
за трансляционный аппарат [23, 41]. Уже изолированы нетемпе¬ 
ратурочувствительные мутанты с нарушенной способностью вы¬ 
ключать белковый синтез, но эти мутации еще не картированы 

[42] . Опыты по трансляции in vitro с экстрактами зараженных 
и незараженных клеток выявили снижение трансляционной ак¬ 
тивности в лизатах зараженных клеток. По предварительным 
данным при этом затрагиваются факторы eIF2 [4] или eIF3/4B 

[43] , но это не объясняет, почему все-таки преимущественно 
транслируются вирусные мРНК. Высказывалось предположе¬ 
ние, что все дело в эффективности инициации трансляции раз¬ 
личных мРНК и что мРНК VSV относятся к классу высоко¬ 
эффективных матриц [32]. И на этот раз проблема состоит в 
том, чтобы выявить специфические стадии этого процесса, по¬ 
скольку он происходит по-разному в зависимости от типа кле¬ 
ток и штамма вируса. Принимая во внимание противоречивые 
данные, можно полагать, что имеют значение все названные 
факторы, а масштабы их влияния зависят от конкретного типа 
клеток. 

Вирусная персистенция 

Несмотря на то что в целом рабдовирусы относятся к высо¬ 
ковирулентным цитопатическим вирусам, оказалось возможным 
получить несколько персистентно зараженных линий, или ли- 
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ний-носителей VSV и вируса бешенства. Для VSV персистентно 
зараженные линии получены из столь разных клеток, как клет¬ 
ки дрозофилы, клетки ВНК и L -клетки. Для всех них харак¬ 
терен слабый цитопатический эффект и непрерывный, но низ¬ 
кий уровень продукции вируса. Некоторые зараженные куль¬ 
туры поддерживаются уже более 5 лет [10, 49]. 

Чтобы установить и поддерживать персистентную инфекцию, 
следует нейтрализовать нормальное цитопатическое действие 
вируса; при этом резко снижается его способность реплициро¬ 
ваться. Персистентная инфекция может запускаться стандарт¬ 
ным вирулентным вирусом, если его репликацию подавить пред¬ 
варительной обработкой клеток интерфероном или заражать им 
совместно с большим количеством ДИ-частиц. Поддержание 
персистентной инфекции коррелировало со многими факторами, 
которые варьировали в разных линиях, но все, без исключе¬ 
ния, снижали уровень репликации вируса. И ДИ-частицы, и 
интерферон важны не только для установления, но и для под¬ 
держания персистенции. Тем не менее обнаружилось, что глав¬ 
ную роль в поддержании персистенции играет отбор мутантов. 
В целом вирусы, выделенные из персистентно зараженных кле¬ 
ток, существенно отличаются от тех, которые использовали для 
заражения. Как правило, VSV, выделенные из персистентно 
зараженных клеток, образуют мелкие бляшки, реплицируются 
хуже, чем родительский штамм, и приобретают /5-фенотип. Хо¬ 
тя в ходе долговременной персистенции в вирусном геноме 
могут накапливаться сотни мутаций, отбору подвергаются му¬ 
танты с фенотипом РНК~, пока такой фенотип не становится 
преобладающим в вирусной популяции. Такие мутанты способны 
вызывать персистентную инфекцию при переносе в незаражен¬ 
ную культуру даже в отсутствие интерферона или ДИ-частиц. 

Принимая во внимание сложный механизм гибели клетки 
при рабдовирусной инфекции, кажется вероятным, что перси¬ 
стентная инфекция отражает не нарушение специальной леталь¬ 
ной функции вируса, а угнетение вирусных функций ниже уров¬ 
ня, необходимого для гибели клетки. До сих пор непонятно, 
почему в популяции вирулентного вируса отбору подвергаются 
частицы, дефектные по репликации. Хотя вирусы, выделенные 
при персистентной инфекции, чувствительны к температуре, 
клеточные культуры обычно ведутся при температурах, полно¬ 
стью пермиссивных для вирусов дикого типа и лишь полупер- 
миссивных для /5-мутантов. Тем не менее такие мутанты рас¬ 
пространяются в культуре. Эксперименты по коинфекции пока¬ 
зали, что /5-мутанты VSV способны подавлять репликацию 
вируса дикого типа, в то время как репликация самих мутан¬ 
тов лишь усиливается [50]. Эти результаты объясняют, почему 
/5-мутанты поддерживаются в популяции и даже пользуются 
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селективным преимуществом, но неизвестно, как это происхо¬ 
дит на молекулярном уровне. 

Изучение персистентно зараженных клеточных линий пока¬ 
зало, что in vitro стандартный цитопатический характер взаи¬ 
модействия между рабдовирусом и клеткой может быть изме¬ 
нен, однако все еще неясно, справедливо ли это для природ¬ 
ных условий in vivo. 
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Орто- и парамиксовирусы и их репликация 

Д. У. Кингсбери 1 


Объединение в одну главу данных о структуре и реплика¬ 
ции орто- и парамиксовирусов в значительной мере произволь¬ 
но. По многим своим свойствам парамиксовирусы гораздо бли¬ 
же к рабдовирусам, репликация которых обсуждалась в гл. 23. 
Однако уже из их названия (от греч. глуха — слизь) становится 
ясно, что и орто-, и парамиксовирусы обладают особым срод¬ 
ством к мукополисахаридам и гликопротеинам (в частности, к 
клеточным рецепторам, содержащим сиаловую кислоту). Кроме 
того, вирусы обеих групп имеют сходные биологические свой¬ 
ства, а именно: способность агглютинировать эритроциты, на¬ 
личие у некоторых представителей нейраминидазы, легкость 
культивирования в куриных эмбрионах и патогенность для 
органов дыхания (табл. 24.1). Все эти свойства указывают на 
эволюционное родство между орто- и парамиксовирусами. 

Собирательный термин «миксовирусы» был предложен в 
1955 г. Эндрюсом и др. [1] для вирусов гриппа А, В и С, виру¬ 
са паротита (свинки) и вируса ньюкаслской болезни (NDV). 
Однако серологические исследования показали, что вирус паро¬ 
тита и NDV отличаются от вирусов гриппа, хотя и сходны с 
ними по антигенным свойствам [1, 37]. Дальнейшие исследо¬ 
вания с применением электронной микроскопии с негативным 
контрастированием и других технических новшеств позволили 
разделить миксовирусы на две группы: ортомиксовирусы (ви¬ 
русы гриппа) и парамиксовирусы (вирус паротита и NDV). 
При негативном контрастировании у вируса паротита и NDV 
выявился внутренний компонент в виде стержня с выраженной 
спиральной структурой (см. рис. 24.3, £), в то время как у ви¬ 
русов гриппа подобных структур не обнаружилось. В 1962 г. 
Уотерсон [71] привел еще несколько свидетельств в пользу 
существования принципиальных различий между миксовируса- 

1 Kingsbury D. W., Department of Virology and Molecular Biology, St. Jude 
Ghildren’s Research Hospital, Memphis, Tennessee 38101. 
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Таблица 24.1. Сравнение свойств орто- и парамиксовирусов 


Сходство 


Геном представлен одноцепочечной минус-РНК 

Имеется спиральный нуклеокапсид 

Имеется вирионная транскриптаза 

Имеется липидсодержащая оболочка 

Имеются поверхностные гликопротеины двух типов 

Способность к гемагглютинации (некоторые парамиксовирусы) 
Нейраминидазная активность (у парамиксовирусов и некоторых вирусов 
гриппа) 

Слияние оболочки вириона с клеточной мембраной, для которого необхо¬ 
димо протеолитическое расщепление вирусного гликопротеина 
Патогенны в основном для органов дыхания 


Различие 


Свойство 

Ортомиксовирусы ') 

Парамиксовирусы 2 ) 

Организация генома 

Сегментирован¬ 

ный 

Несегментирован¬ 

ный 

Место синтеза РНК 

Ядро 

Цитоплазма 

Необходимость затравки для инициа¬ 

Да 

Нет 

ции транскрипции 



Число вспомогательных белков нук- 

3 

2 

леокапсида 



Число неструктурных белков 

3 

1 

Тип клеточной мембраны в месте сли¬ 

Эндосомная 

Поверхностная 

яния с оболочкой вириона 



Уровень генетической рекомбинации 

Высокий 

Отсутствует 

Скорость эволюции 

Высокая 

Низкая 


*) На примере вируса гриппа А. 
а ) На примере вируса Сендай. 


ми двух типов. Оказалось, что они различаются по внутрикле¬ 
точной локализации антигенов, по чувствительности к препара¬ 
там, затрагивающим синтез белков и нуклеиновых кислот, и 
принципиальным образом различаются по генетическим свойст¬ 
вам (табл. 24.1). Ниже мы рассмотрим данные о молекулярных 
основах этих различий. 


Сравнительный обзор двух семейств 
миксовирусов 

В этом разделе мы рассмотрим (по возможности кратко и 
наглядно) те фундаментальные свойства, которые различаются 
у орто- и парамиксовирусов. Далее, основываясь на самых 
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последних данных, мы обсудим каждую из двух групп более 
детально. Поскольку некоторые особенности репликации пара- 
миксовирусов сближают их с рабдовирусами (гл. 23), соответ¬ 
ствующие разделы будут изложены весьма кратко. 

Морфология 

Подобно всем вирусам с негативным РНК-геномом, вирио- 
ны миксовирусов обоих типов содержат два структурных эле¬ 
мента: внутренний рибонуклеопротеин (или нуклеокапсид), со¬ 
ставляющий сердцевину вириона и содержащий одноцепочеч¬ 
ную геномную РНК, и наружную, близкую к сферической липо¬ 
протеиновую оболочку (рис. 24.1—24.3). В среднем размер 
вириона вируса гриппа невелик (80—120 нм в диаметре), одна¬ 
ко довольно часто, особенно в недавно выделенных штаммах, 
обнаруживаются протяженные нитевидные формы (рис. 24.1). 
Парамиксовирусы обычно имеют диаметр 150—250 нм; при 
этом описаны частицы большего размера, а также нитевидные 
формы. Такой плеоморфизм отражает относительную вариа¬ 
бельность почкования в процессе сборки вириона, что приводит 
к появлению вирусных частиц, содержащих два и более экви¬ 
валентов генома. Генетические последствия полиплоидии об¬ 
суждаются в гл. 7. 

При негативном контрастировании поверхность миксовирно¬ 
нов выглядит неровной. Это объясняется наличием на ней гли- 
копротеиновых комплексов (или «шипов»), имеющих стволо¬ 
видную форму и участвующих в присоединении вируса к кле¬ 
точной поверхности и проникновении его в клетку. Вирусная 
оболочка достаточно прочна, чтобы защитить нуклеокапсиды от 
разрушения в процессе переноса из клетки в клетку, но, как 
правило, не выдерживает высушивания на сеточках для элек¬ 
тронной микроскопии. Она спонтанно разрушается, при этом 
или нуклеокапсиды полностью высвобождаются, или контрасти¬ 
рующее вещество проникает внутрь вириона и очерчивает кон¬ 
туры нуклеокапсида. На рис. 24.1, Л представлены результаты 
электронной микроскопии вируса гриппа, а на рис. 24.3, Л — 
парамиксовируса. 

Нуклеокапсиды миксовирусов обоих типов, как и хорошо 
изученного вируса табачной мозаики (ТМѴ), обладают спи¬ 
ральной симметрией. Особенно четко она проявляется в случае 
парамиксовирусов, нуклеокапсиды которых благодаря большо¬ 
му размеру белковых субъединиц имеют «зубчатые» границы 
(см. рис. 24.3, Б). Нуклеокапсид закручен в спираль, напоми¬ 
нающую по форме винтовую лестницу, и ее центральная по¬ 
лость может быть заполнена контрастирующим веществом (см. 
рис. 24.3). Гибкость нуклеокапсидов парамиксовирусов зависит 
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Рис. 24.1. Ультраструктура вирионов вируса гриппа (A/USSR/90/77), выявля¬ 
емая с помощью негативного контрастирования [49]. А. Крупные спиральные 
структуры нуклеокапсидных сегментов, контуры которых очерчены проник¬ 
шим в вирионы красителем. Б, Поверхностное окрашивание выявляет глико¬ 
протеиновые шипы. Обратите внимание на плеоморфизм вирионов и на ните¬ 
видные частицы, видимые на обеих фотографиях. (Микрофотографии любезно 
предоставлены К. Г. Мерти.) 


от таких параметров, как ионный состав среды и pH [29]. 
Именно благодаря своей гибкости нуклеокапсиды обладают 
двумя важными свойствами. Во-первых, они могут сворачи¬ 
ваться в структуру, достаточно компактную для того, чтобы 
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уместиться в стандартной вирусной оболочке. Одна из таких 
структур показана на рис. 24.3, Л. Она выявляется в результа¬ 
те проникновения фосфовольфрамовой кислоты в полую сердце- 
вину нуклеокапсида, в данном случае вируса Сендай. Во-вто¬ 
рых, РНК в составе нуклеокапсида должна иметь возможность 
хотя бы какое-то время взаимодействовать с вирус-специфиче- 
скими ферментами, которые используют ее в качестве матрицы 
(см. ниже). Создав такие внешние условия, при которых нук- 
леокапсид полностью утрачивает свою гибкость, легко опреде¬ 
лить отношение его полной длины к диаметру вириона 
(рис. 24.3,5). 

Геном парамиксовируса участвует в формировании одного 
нуклеокапсида и содержит полный набор из шести или более 
вирусных генов, ковалентно связанных друг с другом (см. 
рис. 24.15). Напротив, геном вируса гриппа сегментирован, при 
этом каждый ген располагается в отдельном сегменте 
(табл. 24.2). При определенных условиях комплексы сцеплен- 


Таблица 24.2. Распределение кодирующих последова¬ 
тельностей по сегментам РНК вируса гриппа А 


Номер сегмента ') 

Кодируемый белок (белки) 

1 

РВ2 

2 

РВ1 

3 

РА 

4 

НА 

5 

NA 

6 

NP 

7 

Ml, М2 

8 

NS1, NS2 


JP Сегменты пронумерованы в порядке убывания молекуляр¬ 
ной массы. 


ных и инкапсидированных генных сегментов выходят из вирио- 
нов вируса гриппа (рис. 24.2) или выявляются внутри них с 
помощью негативного контрастирования (рис. 24.1,Л). Эти ком¬ 
плексы образуют большие спирали, плотно уложенные внутри 
вириона (рис. 24.1, Л) или же более растянутые (рис. 24.2). Они 
существенно отличаются от узких спиралей собственно нуклео- 
капсидных сегментов [30]. Последние довольно трудно рассмот¬ 
реть на фотографиях, приводимых в большинстве статей, по¬ 
скольку их контуры менее отчетливы, чем у нуклеокапсидных 
спиралей парамиксовирусов (рис. 24.3,5). Структурные едини¬ 
цы нуклеокапсида вируса гриппа, состоящие из главного белка 
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Рис. 24.2. Крупная спиральная струк¬ 
тура нуклеокапсида вируса гриппа 
(A/WSN/33), высвободившаяся из 
оболочки [49]. (Микрофотография лю¬ 
безно предоставлена К. Г. Мерти.) 



нуклеокапсида, мельче, чем структурные единицы парамиксо- 
вирусов, а их положение по отношению к РНК не столь опреде¬ 
ленно. РНК в составе нуклеокапсидов вируса гриппа легко 
гидролизуется рибонуклеазой вплоть до нуклеотидов. Следова¬ 
тельно, ассоциированные структурные белки или не связаны с 
РНК, или располагаются таким образом, что фосфодиэфирные 
связи РНК оказываются экспонированными. Напротив, белки 
нуклеокапсида парамиксовирусов полностью защищают ассо¬ 
циированную с ними РНК от гидролиза рибонуклеазой. 


Организация генома и вирусные белки 

Для удобства мы выбрали вирус гриппа А как прототип 
ортомиксовирусов и вирус Сендай как прототип парамиксови¬ 
русов. Подробнее о вирусах гриппа В и С, а также о других 
парамиксовирусах см. соответствующие обзоры. Геном вируса 
гриппа А содержит 10 генов, распределенных по восьми сегмен¬ 
там РНК (табл. 24.2). Несмотря на столь явные отличия от 
вируса Сендай с его несегментированным геномом, оба они от¬ 
носятся к вирусам с негативным РНК-геномом, а их белковые 
продукты имеют много общего. Генетическая информация за¬ 
кодирована в негативном РНК-геноме в форме, комплементар¬ 
ной таковой для вирусной информационной РНК (мРНК). 
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Рис. 24.3. Ультраструктура вирионов вируса Сендай, выявляемая с помощью 
негативного контрастирования. А. На поверхности двух вирионов выделяются 
гликопротеиновые шипы; скрученные нуклеокапсиды выявляются благодаря 
проникновению в вирионы контрастирующего вещества. Б. Вытянутый в длину 
нуклеокапсид. Увеличение в обоих случаях одинаковое. (Микрофотографии 
любезно предоставлены К. Г. Мерти.) 

Поэтому геном негативной полярности должен транскрибиро¬ 
ваться РНК-полимеразой с образованием позитивной мРНК. 
По некоторым данным клетки растений содержат РНК-зависи- 
мую РНК-полимеразу [65]; в то же время в клетках животных, 
где размножаются интересующие нас вирусы, такая фермента- 
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тивная активность не обнаружена. Следовательно, вирусные 
гены должны кодировать особые белковые молекулы, спо¬ 
собные транскрибировать негативные геномные РНК-мат¬ 
рицы. 


Белки нуклеокапсида 

В случае вируса гриппа А ферментативный аппарат синте¬ 
за вирусных РНК представлен Р-белками (от polymerase) — 
тремя наиболее крупными белковыми молекулами, кодируемы¬ 
ми тремя самыми крупными сегментами РНК. Эти белки пред¬ 
ставлены в нуклеокапсидах меньшим числом молекул, нежели 
структурный белок нуклеокапсида NP (от micleoprotein), коди¬ 
руемый пятым сегментом РНК. 

У парамиксовирусов ферменты синтеза РНК кодируются 
меньшим числом генов, что отражает меньшую сложность тран¬ 
скрипционного механизма. В случае вируса Сендай кандидата¬ 
ми на эту роль являются белки L (от /arge) и Р (от polymera¬ 
se-associated). У вируса Сендай белки L и Р находятся в соста¬ 
ве нуклеокапсида вместе со структурным белком, который, как 
и его аналог у вируса гриппа, обозначается NP. 

Белки оболочки 

Вирус гриппа кодирует три белка оболочки. Два из них 
являются поверхностными гликопротеинами и образуют высту¬ 
пающие наружу шипы, а третий представляет собой негликози¬ 
лированный внутренний компонент, называемый М-белком (от 
membrane). Один из гликопротеинов, НА (от /zemagglutinin), 
опосредует связывание вирусной частицы с клеточным рецеп¬ 
тором. Кроме того, НА подвергается посттрансляционной акти¬ 
вации и приобретает другую важную функцию, а именно об¬ 
легчает слияние вирусной оболочки с клеточной мембраной и 
проникновение нуклеокапсида в цитоплазму. Другой гликопро¬ 
теин вируса гриппа, NA (от Aieuraminidase), обладает только 
ферментативной активностью и отщепляет концевой остаток 
сиаловой (N -ацетилнейраминовой) кислоты от любой олигоса- 
харидной цепи, имеющей такой остаток, включая собственные 
олигосахаридные цепи NA и НА. Возможная биологическая 
роль NA -активности обсуждается в разделе, посвященном сбор¬ 
ке и высвобождению вирионов. Белки НА, NA и М вируса грип¬ 
па кодируются сегментами 4, 6 и 7 соответственно (табл. 24.2). 

В отличие от некоторых других парамиксовирусов вирус 
Сендай содержит также нейраминидазу [12]. При этом 
ферментативная активность ассоциирована с тем же гли¬ 
копротеином, который ответствен за агглютинацию эритроцитов 
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Рис. 24.4. Распределение функций между гликопротеинами оболочки у орто 
миксовирусов (слева) ,и парамиксовирусов (справа). Гемолиз является следст 
вием слияния. (Из работы [61] с -разрешения авторов.) 


и узнавание клеточного рецептора. Поэтому гликопротеин ви¬ 
руса Сендай был обозначен HN (от /lemagglutinin-neurarnini- 
dase). Приобретя нейраминидазную активность, HN утратил 
свойственную НА вируса гриппа способность индуцировать сли¬ 
яние. Вместо него эту функцию выполняет второй гликопроте¬ 
ин F 0 (от fusion). Как и в случае гликопротеина НА, слияние 
осуществляется только активированным F 0 , подвергшимся про¬ 
теолитическому расщеплению. На рис. 24.4 схематически пред¬ 
ставлено распределение трех важнейших функций миксовиру¬ 
сов (узнавание рецептора, слияние и нейраминидазная актив¬ 
ность) между молекулами гликопротеинов каждого вируса [61]. 
Как и в случае вируса гриппа, у вируса Сендай есть третий 
белок оболочки; он также негликозилирован и называется 
М-белком (от membrane). 


Неструктурные белки 

Вирус гриппа кодирует также три неструктурных белка. 
Один из них, М2, кодируется, как и М-белок (далее обозначае¬ 
мый Ml), седьмым сегментом РНК. В действительности гены 
Ml и М2 частично перекрываются в пределах одного и того же 
участка РНК, а их дифференциальная экспрессия регулируется 
по механизму сплайсинга, к обсуждению которого мы еще об¬ 
ратимся. Аналогично белки NS1 и NS2 (от nonstructural) ко¬ 
дируются перекрывающимися рамками считывания в восьмом 
сегменте РНК. У вируса Сендай обнаружен низкомолекулярный 
неструктурный белок, названный С-белком. 
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Репликация ортомиксовирусов 

Присоединение вируса к клеточной поверхности 
и проникновение в клетку 

Белок НА вируса гриппа весьма хорошо изучен как в струк¬ 
турном, так и в "функциональном отношении. Это главный ви¬ 
русный антиген, против которого направлены защитные анти¬ 
тела, и его вариабельность является основной движущей силой 
эволюции вируса, происходящей в ходе эпидемий. Некоторую 
информацию о структуре НА удалось получить с помощью 
прямого определения его аминокислотной последовательности. 
Однако полная первичная структура НА различных штаммов 
вируса гриппа А, а также некоторых штаммов вируса гриппа В 
была установлена только после применения методов молекуляр¬ 
ного клонирования и быстрого секвенирования нуклеиновых 
кислот [41]. Полученные данные не только выявили степень род¬ 
ства между штаммами, но и были сопоставлены с расположе¬ 
нием функциональных доменов и антигенных участков. Этому 
способствовало построение модели трехмерной структуры моле¬ 
кулы НА. НА — первый мембранный белок, чья структура была 
установлена методом рентгеноструктурного анализа. 

Мы рассмотрим структуру и функции НА последовательно, 
начав с анализа первичной структуры. Возьмем в качестве 
примера НА вируса A/Aichi/68 (НЗ). На его карте можно 
отметить несколько значимых участков (рис. 24.5). На N -конце 
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Рис. 24.5. Схематическое изображение первичной структуры НА-белка вируса 
гриппа [A/Aichi/68 (НЗ)] (из работы [42а] с разрешения авторов). Показан сайт 
протеолитического расщепления на фрагменты НА1 и НА2, в результате ко¬ 
торого происходит экспонирование неполярного N -концевого сайта слияния во 
фрагменте НА2. Отмечены также дисульфидные мостики (— S—S— ), сайты 
присоединения углеводов (вертикальные черточки с черным кружком) и дру¬ 
гие значимые области (см. текст). Внизу изображена секретируемая форма 
НА, полученная в результате генетических манипуляций и утратившая зна¬ 
чительную часть карбоксильного конца (536 пар оснований в ДНК, кодирую¬ 
щей НА) [64]. 
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расположен сигнальный пептид из 16 гидрофобных аминокис¬ 
лот. Эта короткая последовательность, типичная для мембран¬ 
ных гликопротеинов, ответственна за внедрение новосинтезиро¬ 
ванной полипептидной цепи в эндоплазматический ретикулум, 
но удаляется в ходе процессинга. Последующий участок из 
550 аминокислот содержит субъединицу НА1 (328 остатков), 
один аргининовый остаток, удаляемый экзопептидазой после 
протеолитического расщепления на НА1 и НА2, и, наконец, 
субъединицу НА2 (221 остаток). НА1 и НА2 даже после рас¬ 
щепления остаются тесно связанными не только многочислен¬ 
ными нековалентными связями, но и дисульфидным мостиком 
между цистеином в 14-м положении НА1 и цистеином в 137-м 
положении НА2 (рис. 24.5). На рисунке указаны и другие ди¬ 
сульфидные мостики, участвующие в стабилизации третичной 
структуры. Молекула НА заякоривается в мембране карбок¬ 
сильным концом НА2. При этом его гидрофобные остатки (со 
185-го по 211-й) пронизывают липидный бислой, а последние 
10 остатков, преимущественно гидрофильных, выступают в ци¬ 
топлазму. По мере процессинга полипептида НА с образовани¬ 
ем гликопротеина к определенным аспарагиновым остаткам с 
помощью долихолфосфата присоединяются олигосахаридные 
цепи [36]. 

Связь между первичной структурой белка и его трехмерной 
конфигурацией весьма сложна. Мы остановимся на этом вопро¬ 
се лишь вкратце, а для более полного ознакомления с ним от¬ 
сылаем читателя к оригинальной работе [72]. Каждый мономер 
НА, содержащий сцепленные субъединицы НА1 и НА2, обра¬ 
зует структуру, состоящую из «стебля» длиной 80 А, на одном 
конце которого находится большая глобулярная структура диа¬ 
метром 40А, а у другого конца, заякоренного в мембране,— 
глобула диаметром 10 А (рис. 24.6). В этой глобуле располо¬ 
жен N -конец НА1. Отсюда аминокислотная цепь идет по стеблю 
и, восемь раз круто изменив направление (не считая несколь¬ 
ких промежуточных петель), формирует большую глобулу. Да¬ 
лее полипептидная цепь НА1 возвращается назад по стеблю 
антипараллельно своей N -концевой области и заканчивается на 
расстоянии 20 А от поверхности мембраны. Субъединица НА2 
располагается в пределах стебля и маленькой глобулы на по¬ 
верхности мембраны. 

Каждый гликопротеиновый шип, различимый на электрон¬ 
ных микрофотографиях вируса гриппа, представляет собой три- 
мер молекулы НА (рис. 24.6). Основные силы, стабилизирую¬ 
щие этот тример, приложены в области стебля, где молекулы 
повернуты друг к другу гидрофобными участками. Поэтому 
тример обладает большей стабильностью и жесткостью, чем со¬ 
ставляющие его мономеры. 
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Рис. 24.6. Схематическое изобра¬ 
жение тримера НА вируса гриппа 
A/Hong Kong/68 (НЗ). Указаны 
основные сайты антигенной измен¬ 
чивости (А) и другие структуры, 
описанные в тексте. Толщина кле¬ 
точной мембраны изображена не 
в масштабе рисунка, а уменьше¬ 
на, с тем чтобы можно было изо¬ 
бразить С-концевые аминокислот¬ 
ные остатки, выступающие в ци¬ 
топлазму. (Из работы [72], с изме¬ 
нениями.) 



Участки взаимодействия с клеточными рецепторами локали¬ 
зуются в верхней части больших глобул. Здесь складки каждой 
белковой цепи образуют небольшой «карман», приспособлен¬ 
ный для связывания сиаловой кислоты, входящей в состав гли¬ 
копротеиновою рецептора клетки-хозяина. Большая глобула, 
по-видимому, содержит также все сайты, участвующие в ней¬ 
трализации вируса; четыре основных известных на сегодня 
сайта расположены там, где аминокислотная цепь образует 
петли, выступающие из поверхности глобулы (рис. 24.6). Такие 
петли, очевидно, не влияют на четвертичную структуру шипов, 
поэтому в них могут накапливаться мутации, определяющие 
широкую антигенную вариабельность вирусов гриппа А. 

Большинство олигосахаридных цепей присоединены к стеблю, 
повышая гидрофильность его наружной поверхности и увеличи¬ 
вая жесткость. Правда, три из семи олигосахаридных цепей, 
обычно присутствующих в молекуле НА, расположены в боль¬ 
шой глобуле. Возможно, они участвуют во взаимодействии меж¬ 
ду тримером НА и рецепторами на клеточной поверхности. 

К тому моменту, когда молекула НА в ходе вирусного биоге¬ 
неза достигает поверхности зараженной клетки, она приобретает 
нужную конформацию, модифицируется всеми необходимыми 
олигосахаридными остатками и вместе с двумя другими мономе¬ 
рами формирует тример. При этом протеолитическое расщепле¬ 
ние, приводящее к отделению НА1 от НА2, происходит вне клет¬ 
ки и осуществляется трипсиноподобными ферментами [43]. Эти 
протеазы в изобилии обнаруживаются в межклеточном прост¬ 
ранстве дыхательных путей, в которых и реплицируется вирус 
гриппа. Их очень много как в куриных эмбрионах, так и в 
культуре клеток птиц. Однако вирус гриппа А может размно- 
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жаться также в культуре клеток млекопитающих, не обладаю¬ 
щих протеазной активностью; в них образуются вирионы с нерас- 
щепленным НА. Они способны нормально прикрепляться к клет- 
кам-хозяевам и агглютинировать эритроциты, но неинфекцион- 
ны. Следовательно, аминоконцевой фрагмент НА2, образующий¬ 
ся в результате процессинга, играет существенную роль на вто¬ 
рой стадии инфекционного цикла — стадии слияния вирусной 
оболочки с мембраной клетки. После протеолиза N -конец НА2 
обнаруживается на расстоянии 21 А от С-конца НА1, что указы¬ 
вает на серьезные конформационные перестройки, которые пре¬ 
терпевает трехмерная структура молекулы НА. В ходе этого про¬ 
цесса N -конец НА2 отходит от стебля и становится доступным 
для взаимодействия с поверхностью зараженной клетки. 20 ами¬ 
нокислот, непосредственно примыкающих к появившемуся N-koh- 
цу, представляют собой самую консервативную последователь¬ 
ность в составе НА и гомологичны сайту, образующемуся после 
протеолитической активации слитного белка F 0 вируса Сендай 
[21] (см. рис. 24.14). Гидрофобность этой последовательности 
облегчает ее внедрение в липидный бислой клеточной мембраны, 
что в свою очередь инициирует процесс слияния. Впрочем, дета¬ 
ли этого процесса требуют уточнения. Наиболее загадочная осо¬ 
бенность структуры НА — это удаленность N -конца НА2 (на 
расстояние 100 А) от сайта связывания рецептора в верхней ча¬ 
сти мономера и близость его (до 35 А) к поверхности вирусной 
оболочки (рис. 24.6). Возможно, после прикрепления к клеточно¬ 
му рецептору структура НА претерпевает дополнительную суще¬ 
ственную перестройку, в результате которой N -конец НА2 начи¬ 
нает контактировать с липидным бислоем клеточной мембраны. 
Эта перестройка может индуцироваться низким значением pH во 
внутриклеточных везикулах (эндосомах), которые транспорти¬ 
руют инфекционный вирион в клетку [34, 62]. 

Другой главный гликопротеин вируса гриппа, нейраминидаза 
(NA), по-видимому, функционирует на совсем другой стадии 
жизненного цикла вируса, когда дочерние частицы высвобожда¬ 
ются из зараженной клетки. Поэтому данные о его структуре и 
функции мы рассмотрим ниже. 


Транскрипция и трансляция 

Механизм транскрипции у вируса гриппа уникален, посколь¬ 
ку предусматривает специфическую кооперацию вирусных и кле¬ 
точных факторов. Здесь мы имеем дело с вирусом, содержащим 
негативный РНК-геном, транскрипция которого осуществляется 
вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразой, функционально 
сходной с РНК-транскриптазами других вирусов с негативной 
РНК, в том числе и парамиксовирусов. Однако в отличие от них 
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транскриптаза вируса гриппа не способна ни инициировать син¬ 
тез мРНК, ни модифицировать ее б'-конец с помощью копирова¬ 
ния и присоединения метальной группы. Поэтому она использует 
копированный и метилированный б'-конец клеточной мРНК, ко¬ 
торая синтезируется клеточным ферментом РНК-полимеразой II. 

Первые указания на эту уникальную особенность были полу¬ 
чены более 25 лет назад с помощью иммунофлуоресцентного ана¬ 
лиза. Оказалось, что внутренний антиген вируса гриппа, назы¬ 
ваемый теперь NP -белком, вначале накапливается в клеточном 
ядре [8] в отличие от антигенов парамиксовирусов, накапливаю¬ 
щихся в цитоплазме [66]. Позже были получены и биохимиче¬ 
ские данные в пользу того, что репликация вируса гриппа проте¬ 
кает в ядре. Выяснилось, что актиномицин D, ингибитор транс¬ 
крипции ДНК, подавляет также репликацию вирусной РНК 
[3]. В отличие от ортомиксовирусов парамиксовирусы к актино¬ 
мицину D нечувствительны. Зависимость размножения вируса 
гриппа от функционирования клеточной ДНК получила под¬ 
тверждение и в опытах с УФ-облучением, в результате которого 
клетка становится непермиссивной для репликации вируса [59]. 
И наконец, исчерпывающие результаты были получены с исполь¬ 
зованием а-аманитина, ингибитора РНК-полимеразы II. Оказа¬ 
лось, что этот токсин подавляет репликацию вируса гриппа, но 
не других РНК-содержащих вирусов [44]. 

Представление о РНК-полимеразе II как о клеточном фак¬ 
торе, необходимом для инициации транскрипции вируса гриппа, 
нашло подтверждения и в опытах с применением динуклеотидов 
ApG и GpG. Эти специфические динуклеотиды заметно сти¬ 
мулируют способность вирионных нуклеокапсидов синтезиро¬ 
вать РНК in vitro [47]. Они оказываются включенными в б'-кон- 
цевые участки вирусных транскриптов, т. е. выполняют функцию 
затравок для синтеза РНК. Следующим звеном в цепи доказа¬ 
тельств стало обнаружение неспособности очищенных вирионов 
вируса гриппа осуществлять ферментативные реакции кэпиро- 
вания и метилирования, хотя у мРНК вируса гриппа, выделенной 
из зараженных клеток, б'-конец метилирован [51]. 

В 1978 г., основываясь на этих данных, Р. Круг и др. [5] 
предположили, что для синтеза вирусных мРНК необходима ко¬ 
пированная и метилированная затравка, источником которой 
служит РНК, синтезированная РНК-полимеразой II. Эта гипоте¬ 
за получила серьезное подтверждение, когда удалось показать, 
что очищенная (3-глобиновая мРНК, подобно динуклеозидмоно- 
фосфатной затравке, стимулирует транскрипцию в разрушенных 
вирионах. Полученные результаты становятся особенно убеди¬ 
тельными, если учесть, что в пересчете на молярные концентра¬ 
ции (3-глобиновая мРНК является в 1000 раз более активным ин¬ 
дуктором, чем ApG. Далее, Круг и др. показали, что, во-первых, 
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хорошими затравками являются также многие мРНК с метили¬ 
рованным Б'-концом, во-вторых, гуаниловый остаток в составе 
кэпа должен быть метилирован по седьмому положению, в-треть¬ 
их, в состав вирусных мРНК включаются лишь первые 10— 
15 нуклеотидов с Б'-конца мРНК-затравки и, наконец, в-четвер¬ 
тых, этот механизм действительно реализуется в зараженной 
клетке, а не представляет собой артефакт экспериментов in vitro 

впоследствии именно в лаборатории Круга было получено 
большинство известных на сегодня данных, касающихся инициа¬ 
ции транскрипции у вируса гриппа. Первая стадия реакции — это 
гидролиз вирусной эндонуклеазой донорной мРНК на расстоя¬ 
нии 10—13 нуклеотидов от кэпа [52]. В отличие от продуктов 
обычного рибонуклеазного гидролиза, у которых на З'-конце на¬ 
ходится фосфатная группа, продукты гидролиза вирусной эндо¬ 
нуклеазой содержат на З'-конце гидроксильную группу. Поэтому 
полученные олигонуклеотиды могут служить затравками, не под¬ 
вергаясь дефосфорилированию. Для гидролиза вирусной эндо¬ 
нуклеазой в состав кэпа должен входить метилированный по по¬ 
ложению 7 гуаниловый остаток, а предпочтительный сайт гидро¬ 
лиза находится с З'-стороны от пуринового основания, как пра¬ 
вило А. Преимущественное использование аденилового остатка 
неслучайно, поскольку З'-концевым нуклеотидом во всех вирион- 
ных РНК (вРНК) является комплементарный ему остаток U. 
Следующая стадия — осуществляемое вирусной транскриптазой 
присоединение к затравке гуанилового остатка, который спари¬ 
вается с предпоследним цитидиловым остатком вирионной РНК 
(рис. 24.7). Последующая элонгация транскрипта осуществляет¬ 
ся вирионной транскриптазой. Заканчивается транскрипция за 
15—22 нуклеотида до конца матрицы, где олигоуридиловая по¬ 
следовательность служит сигналом для нематричного присоеди¬ 
нения полиадениловой последовательности (рис. 24.7). 

Имеются кое-какие сведения и об индивидуальной роли каж¬ 
дого из трех белков Р в процессе транскрипции. Основным источ¬ 
ником информации послужили эксперименты по УФ-индуциро- 
ванному сшиванию аминокислот и нуклеотидов, пространственно 
сближенных в результате белок-нуклеинового взаимодействия 
[67]. 

Остановимся вначале на номенклатуре Р-белков. Все они 
имеют сходную молекулярную массу, поэтому их довольно труд¬ 
но разделить с помощью одномерного гель-электрофореза. Го¬ 
раздо лучшее разрешение удается получить при двумерном раз¬ 
делении, когда в одном направлении проводят изоэлектрофоку¬ 
сирование, а в другом — электрофорез в полиакриламидном геле 
(рис. 24.8). При этом два основных белка РВ1 и РВ2 (перечис¬ 
ленные в порядке убывания их молекулярной массы) отделяют- 
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Рис. 24.7. Общие для всех сегментов вирионной РНК вируса гриппа А (вРНК) 
концевые нуклеотидные последовательности; концевые последовательности, 
свойственные вирусным транскриптам (мРНК); комплементарные цепи, служа¬ 
щие матрицей для сегментов РНК [А(—)кРНК]. мРНК включает б'-концевую 
копированную затравку длиной 10—13 нуклеотидов и З'-концевую полиадени¬ 
ловую последовательность (АААА„). (Из работы [42а] с разрешения авторов.) 


ся от Р-белка (РА), который у большинства штаммов вируса 
гриппа имеет промежуточную электрофоретическую подвиж¬ 
ность. Как показали опыты по сшиванию, с кэпированными нук¬ 
леотидами связывается РВ2 [67]. Роль РВ2 в узнавании кэпа под¬ 
твердилась в опытах с использованием /5-мутантов [68]. Опыты 
по сшиванию показали также, что РВ1 связывается с первым 
присоединяемым к затравке гуаниловым остатком; следователь¬ 
но, он, вероятно, содержит активный центр, участвующий в элон¬ 
гации цепи РНК [67]. Никаких сведений о взаимодействии РА с 
нуклеотидными субстратами в этих опытах получено не было; 
роль этого белка остается неясной. Тем не менее по последним 
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Рис. 24.8. Двумерное разделение нуклеокапсидных белков вируса гриппа. Сна¬ 
чала проводят изоэлектрофокусирование в полиакриламидном геле, а затем 
белки разделяют методом электрофореза в сильно денатурирующих условиях 
(додецилсульфат натрия и восстанавливающий агент). Белки мигрируют к ано¬ 
ду ( + ) тем быстрее, чем меньше молекулярная масса. (Из работы [32а], с из¬ 
менениями.) 
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Рис. 24.9. Модель функционирования, взаимодействия и перемещения трех Р- 
белков на начальных стадиях синтеза мРНК вируса гриппа. Представлены по¬ 
следовательности вРНК и мРНК гена NP (пятый сегмент). Сверху вниз: свя¬ 
зывание РВ2 с б'-концевым кэпом гетерологичной РНК сопровождается эндо- 
нуклеазным (расщеплением по пуриновому основанию (обычно А), отстоящему 
от 5-конца на 10—13 нуклеотидов. Далее РВ1, используя вРНК как матрицу, 
присоединяет к затравке первый гуаниловый остаток и продолжает копировать 
матрицу. Все три Р-белка, по-видимому, перемещаются по матрице вместе. 
РВ2 и кэп разъединяются после удлинения затравки на 11—15 нуклеотидов. 
(Из работы [6] с разрешения авторов.) 


данным все три белка образуют комплекс, который в процессе 
элонгации транскрипта перемещается вдоль матрицы [6]. Есть 
любопытные сведения о том, что РВ2 не отсоединяется от кэпа 
до тех пор, пока транскриптазный комплекс не переместится по 
меньшей мере на 10 нуклеотидов от конца затравки (рис. 24.9). 

Снабжение транскрипционного аппарата вируса гриппа in vi¬ 
vo необходимыми затравками сопряжено, по-видимому, с про- 
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Рис. 24.10. Вверху. Карта белок-кодирующих участков в седьмом сегменте 
РНК вируса гриппа А. На карте отмечено число нуклеотидов, начиная от 5'- 
конца позитивной (белок-кодирующей) цепи. Терминирующие кодоны во всех 
трех возможных рамках считывания отмечены вертикальными линиями. Две 
открытые рамки (0, +1) обозначены заштриховаными прямоугольниками. Вни¬ 
зу. Схематическое изображение трех мРНК, специфичных для седьмого сег¬ 
мента. Тонкие линии — это некодирующие последовательности на 5'- и З'-кон- 
цах мРНК. Ѵ-образные линии — сплайеируемые участки (интроны). Черные 
прямоугольники перед первым с Б'-конца нуклеотидом — гетерологичные по¬ 
следовательности, заимствованные у клеточных РНК (кэпированные затрав¬ 
ки). Обратите внимание, что предсказанный пептид М3, кодируемый мРНКз, 
имеет ту же рамку считывания, что и белок Ml. (Из работы [42а] с разреше¬ 
ния авторов.) 

должающимся синтезом гетерогенных ядерных РНК — предше¬ 
ственников клеточных мРНК. В вирусные мРНК включаются 
метилированные кэпы только тех клеточных мРНК, которые син¬ 
тезировались после, но не до заражения: вирусная транскрипция 
прекращается вскоре после ингибирования клеточной транскрип¬ 
ции актиномицином D или а-аманитином. Возможно, в качестве 
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затравки используются новосинтезированные клеточные транс¬ 
крипты, но не исключено, что затравками являются и более зре¬ 
лые процессированные формы, еще не покинувшие ядро. 

В транскрипции вируса гриппа участвует еще одна связанная 
с ядром активность — метилтрансферазная, модифицирующая 
внутренние адениловые остатки, а также активность, осуществ¬ 
ляющая сплайсинг мРНК. Как уже упоминалось, седьмой и вось¬ 
мой сегменты РНК вируса гриппа кодируют по два белка. 
В седьмом сегменте кодируется с открытой рамкой считывания, 
отстоящей на 25 нуклеотидов от 5'-конца мРНК, негликозилиро¬ 
ванный белок оболочки Ml (рис. 24.10). мРНК для белка Ml 
представляет собой практически полный транскрипт седьмого 
сегмента. Меньший белок М2, кодируемый седьмым сегментом, 
соответствует рамке, сдвинутой вправо на один нуклеотид и от¬ 
стоящей от З'-конца более чем на 700 нуклеотидов. Однако 
у М2-мРНК и Ml -мРНК на б'-конце имеются совпадающие по¬ 
следовательности из 51 нуклеотида, которые содержат инициа- 
торный кодон и кодоны для первых девяти аминокислот. Эти 
аминокислоты у белков Ml и М2 одинаковы. Следующие 689 
нуклеотидов в составе М2-РНК сплайсируются, в результате чего 
51-й нуклеотид оказывается рядом с 740-м. Функция белка М2 
не изучена: в составе вирусных частиц он не обнаружен. Третий 
продукт, который мог бы кодироваться седьмым сегментом РНК, 
представляет собой очень маленький пептид М3, не обнаружи¬ 
ваемый ни в вирионах, ни в зараженных клетках. Тем не менее 
соответствующую мРНК удается выявить (рис. 24.10). 

Аналогичным образом синтезируются два белка, кодируемые 
восьмым сегментом РНК (рис. 24.11). Белку NS1 отвечает не¬ 
прерывная открытая рамка считывания; его мРНК соответствует 
по размеру вирионной РНК-матрице. Меньший белок NS2 коди¬ 
руется мРНК, в которой удалены нуклеотиды с 57-го по 528-й, а 
рамка считывания сдвинута вправо на один нуклеотид, начиная 
с нуклеотида 529. Ни один из продуктов гена NS не обнаружи¬ 
вается в вирионах; при этом NS1 накапливается в ядре и, воз¬ 
можно, выполняет функцию, связанную с синтезом вирус-специ- 
фических РНК. Теоретически можно представить, что М2- и 
NS2-MPHK образуются не по механизму ядерного процессинга и 
без помощи клеточных ферментов, например в результате «пере¬ 
прыгивания» вирионной полимеразы через протяженные участки 
матрицы. Но последовательности в местах соединения сохраняю¬ 
щихся и делетируемых участков мРНК обнаруживают гомоло¬ 
гию с консенсус-последовательностью, встречающейся на грани¬ 
це экзонов и интронов эукариотических генов, поэтому механизм 
сплайсинга представляется более вероятным [41]. 

Существуют данные в пользу того, что разнообразие мРНК 
вируса гриппа регулируется на уровне транскрипции. При этом 
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Рис. 24.11. Вверху. Схема белок-кодярующих участков в восьмом сегменте 
РНК вируса гриппа А. Масштаб « обозначения такие же, как на рис. 24.10. 
Внизу. Схематическое изображение двух мРНК, специфичных для восьмого 
сегмента. Обозначения такие же, как на рис. 24.10. (Из работы [42а] с разре¬ 
шения авторов.) 


мРНК, кодирующие внутренние белки, синтезируются предпоч¬ 
тительно на ранних стадиях инфекции, а мРНК, кодирующие по¬ 
верхностные белки, — на значительно более поздних [28]. Изме¬ 
нение количества мРНК приводит к изменению количества соот¬ 
ветствующих вирусных полипептидов. Следовательно, ключевую 
роль в регуляции играет дифференциальная транскрипция, а не 
изменения в уровне трансляции. Механизм такой дифференци¬ 
альной экспрессии до сих пор неизвестен. Первичная транскрип¬ 
ция сегментов РНК, привносимых в составе вириона, скорее все¬ 
го не регулируется, впрочем, как и аналогичная реакция in vitro 
[28]. Поэтому временные изменения в наборе РНК, считанных с 
вторичных матриц, объясняются или различной скоростью 
транскрипции разных сегментов РНК, или различной скоростью 
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репликации соответствующих сегментов вРНК [63], что в свою 
очередь ставит нас перед проблемой дифференциальной регуля¬ 
ции синтеза различных сегментов. 

Репликация РНК 

Транскрипция — наиболее важное из ранних событий инфек¬ 
ционного цикла вирусов с негативным РНК-геномом; на втором 
месте несомненно стоит другой процесс — репликация генома. 
У всех вирусов с негативным РНК-геномом репликация осуще¬ 
ствляется вирус-специфическими белками. По-видимому, боль¬ 
шинство (если не все) белков, ответственных за синтез сегмен¬ 
тов мРНК вируса гриппа, участвуют и в репликации. Механизм, 
который регулирует альтернативное использование одного и то¬ 
го же набора белков (РВ1, РВ2, РА и NP), в деталях не изучен. 
Впрочем, можно себе представить, что его реализация зависит от 
концентрации одного или нескольких из этих белков. В начале 
инфекции, когда транскрипция только начинается, такие белки 
в свободной форме отсутствуют. И до тех пор, пока концентра¬ 
ция новосинтезированных белковых молекул, считанных с транс¬ 
крибируемых мРНК, не достигнет критической, аппарат синтеза 
РНК будет работать на транскрипцию [4]. По достижении же 
критической концентрации один или несколько свободных нук- 
леокапсидных белков свяжутся с матрицей, продуктом или бел¬ 
ковым компонентом транскрипционного комплекса и переключат 
аппарат синтеза с транскрипции на репликацию. Такой количе¬ 
ственный контроль позволяет достичь равновесия между репли¬ 
кацией, с одной стороны, и транскрипцией новосинтезированных 
вРНК — с другой. Репликация ведет к сборке новых нуклеокап- 
сидов, истощающей пул нуклеокапсидных белков; в результате 
их концентрация уменьшается до уровня, при котором происхо¬ 
дит переключение аппарата синтеза с репликации на транскрип¬ 
цию. 

Первичным продуктом репликативного синтеза РНК являют¬ 
ся комплементарные копии всех сегментов геномной РНК вируса 
гриппа [27]. Эти позитивные геномные копии отличаются от по¬ 
зитивных транскриптов (мРНК) структурой концевых последо¬ 
вательностей. В отличие от мРНК они не содержат кэпирован- 
ных и метилированных затравочных последовательностей, и оба 
их конца строго комплементарны концам РНК-матриц; этим они 
отличаются от укороченных и полиаденилированных транскрип¬ 
тов (рис. 24.7). Следовательно, позитивный одноцепочечный ан¬ 
тигеном, синтезированный на первых стадиях репликации, содер¬ 
жит в комплементарной форме всю генетическую информацию, 
записанную в каждом сегменте геномной РНК. Эти антигеном¬ 
ные сегменты РНК служат в свою очередь матрицами для синте- 
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за точных копий геномных сегментов. Как 3'-, так и 5'-концы 
всех сегментов вирусной РНК идентичны, поэтому аппарат син¬ 
теза РНК с равной эффективностью узнает любой сегмент. 

Как и в случае вирусов с несегментированной негативной ге¬ 
номной РНК, геномы и антигеномы вируса гриппа никогда не 
обнаруживаются в свободном виде; они всегда инкапсидированы 
полным набором нуклеокапсидных белков. У вирусологов, изу¬ 
чающих такие вирусы, существует единое мнение, что неинкап- 
сидированными РНК являются лишь мРНК, чья функция сво¬ 
дится только к тому, чтобы служить матрицами для синтеза ви¬ 
русных белков. И наоборот, единственным классом вирусных 
РНК, способных служить матрицей для синтеза РНК (транс¬ 
крипционного или репликативного), являются инкапсидирован- 
ные молекулы [39]. Роль каждого из нуклеокапсидных белков 
вируса гриппа в процессе репликации все еще не изучена, одна¬ 
ко эксперименты с условно-летальными (ts) мутантами показы¬ 
вают, что в этом процессе участвуют и РА, и РВ1 [40, 45]. Роль 
белка РВ2 пока неясна, но, по-видимому, он участвует исключи¬ 
тельно в процессе транскрипции. Дело в том, что его функция со¬ 
стоит в узнавании кэпа, а для репликации РНК не нужны ни 
кэп, ни затравка. 

Репликация и транскрипция РНК вируса гриппа осуществля¬ 
ются в ядре [31]. Как мы уже отмечали, скорость синтеза сег¬ 
ментов РНК изменяется во времени; впрочем, данных по этому 
вопросу явно недостаточно. 

Генетические взаимодействия 

Вирус гриппа стал первым выявленным патогенным вирусом 
человека и, более того, первым вирусом эукариот, который иссле¬ 
довали количественными генетическими методами [9]. В ранних 
опытах с использованием смешанной инфекции лабораторными 
штаммами с разной нейраминидазной активностью и разной па¬ 
тогенностью для мышей были выявлены частицы с признаками, 
характерными для обоих родительских штаммов, что свидетель¬ 
ствовало о наличии генетической рекомбинации. После того, как 
этот процесс был изучен применительно к другим вирусам жи¬ 
вотных, оказалось, что у вируса гриппа частота рекомбинации 
на порядок выше. Херст [32] предположил, что высокая 
частота рекомбинации объясняется сегментацией вирусного гено¬ 
ма. Впоследствии его гипотеза нашла подтверждение в биохи¬ 
мических экспериментах [41]. Если заразить клетку двумя 
штаммами вируса гриппа, сегменты их реплицирующихся гено¬ 
мов будут смешиваться в любых сочетаниях, поэтому дочер¬ 
ние вирусные частицы будут содержать разные наборы генов, 
заимствованных от каждого из родителей. Такое комбинирование 
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сегментов вирусной РНК правильнее называть генетической пе¬ 
ретасовкой (реассортацией), чтобы подчеркнуть его несоответст¬ 
вие традиционным представлениям о генетической рекомбина¬ 
ции, в ходе которой генетический материал, будь то ДНК или 
РНК, перестраивается или по механизму кроссинговера, или по 
механизму смены матрицы. Повышенная по сравнению с класси¬ 
ческой рекомбинацией частота генетической реассортации несом¬ 
ненно играет главную роль в высоком уровне изменчивости виру¬ 
сов гриппа. В гл. 7 это обстоятельство рассматривается в 
связи с возникновением новых эпидемических штаммов вирусов 
гриппа А. 

Для вирусов гриппа описана также внутрисегментная (ген¬ 
ная) рекомбинация [58], однако частота ее столь низка, что 
роль этого процесса в природной изменчивости минимальна. Тем 
не менее полученные данные указывают на то, что репликатив¬ 
ный аппарат вируса гриппа способен в ряде случаев отсоединять¬ 
ся от матрицы, с которой он был связан. Очевидно, в этих случаях 
происходит преждевременная терминация на исходной матрице 
и комплекс репликативных белков (репликаза) возобновляет 
синтез на другой, гомологичной цепи (механизм смены матри¬ 
цы). Такая преждевременная терминация приводит к появлению 
различного рода мутантов. Например, возобновление синтеза 
может произойти не точно в сайте терминации, а на несколько 
нуклеотидов дальше. При этом независимо от того, используется 
ли для возобновления репликации исходная цепь или гомологич¬ 
ная ей, образуются делеционные мутанты. Делеционные мутан¬ 
ты, сохраняющие концевые последовательности, служащие сиг¬ 
налами инициации синтеза РНК, часто образуются у вирусов с 
негативным РНК-геномом. Они называются дефектными интер¬ 
ферирующими частицами (ДИ-частицами) (гл. 7). Их дефект¬ 
ность обусловлена утратой генетической информации для синте¬ 
за необходимых белков, а способность интерферировать с полно¬ 
ценным вирусом объясняется высоким сродством к ферментатив¬ 
ному аппарату репликации. Пока для вируса гриппа описаны 
ДИ-РНК, являющиеся производными сегментов РНК с 1-го по 
3-й. Однако нет оснований считать, что другие сегменты устойчи¬ 
вы к накоплению делеций. Примером того, насколько резкие из¬ 
менения может претерпевать репликативный комплекс вируса 
гриппа, служит рекомбинантная ДИ-РНК, описанная Филдсом и 
Уинтером [17]. Она содержит пять разных участков из третьего 
сегмента и, кроме того, область длиной 60 нуклеотидов из перво¬ 
го сегмента. Несмотря на измененную внутреннюю структуру, 
такая РНК поддерживается в популяции, поскольку содержит 
на обоих концах последовательности стандартного вируса. Не¬ 
давно было показано [11], что наиболее распространенные 
ДИ-РНК вирусов гриппа с одной внутренней делецией мо- 
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гут при наличии подходящей затравки и других факторов транс¬ 
крибироваться in vitro. Следовательно, их концевые последова¬ 
тельности, ответственные за инициацию транскрипции, термина¬ 
цию и полиаденилирование, функционируют нормально, как в 
составе стандартного вируса. Впрочем до сих пор неизвестно, 
продуцируются ли такие транскрипты зараженными клетками и 
играют ли они или соответствующие им белки какую-либо роль 
в интерференции, обусловленной ДИ-частицами. 

Хотя молекулярные механизмы образования ДИ-частиц ви¬ 
руса гриппа установлены лишь недавно, сами частицы изучают¬ 
ся на протяжении многих лет [70]. Их удается обнаружить по 
отсутствию инфекционности, способности к интерференции и ма¬ 
лым по сравнению со стандартными вирионами размерам. Кро¬ 
ме того, в генетических экспериментах и при изучении функций 
отдельных белков широко используют другие типы мутантов ви¬ 
руса гриппа. К ним относятся температурочувствительные (/s) 
и адаптированные к холоду ( са ) условно-летальные мутанты, а 
также мутанты по кругу хозяев {hr). В принципе все эти мутан¬ 
ты можно получить в лабораторных условиях с помощью хими¬ 
ческого мутагенеза. Более того, в арсенале вирусологов и генети¬ 
ков есть большое количество спонтанных мутантов, отобранных 
в ходе культивирования или обнаруженных в природе. 

Технология рекомбинантных ДНК открывает новые замеча¬ 
тельные возможности для дальнейшего изучения экспрессии ге¬ 
нов и функционирования их белковых продуктов у самых разных 
организмов. Что касается вируса гриппа, то молекулярное кло¬ 
нирование позволило не только быстро накопить обширную ин¬ 
формацию о первичной структуре всех вирусных генов (хотя, 
например, для НА-гена этот подход оказался наиболее продук¬ 
тивным), но и конструировать in vitro определенные мутанты. 
В настоящее время гены, кодирующие белки НА, NA, М и NS, 
уже вводятся в составе бактериальных плазмидных векторов в 
эукариотические клетки, где и экспрессируют соответствующие 
полипептиды [20]. В этих опытах обычно используют плазмид- 
ные конструкции, несущие промоторы SV40, поэтому клеточные 
РНК-полимеразы II могут эффективно инициировать синтез 
РНК, содержащих генетическую информацию вируса гриппа. 
Правда, экспрессия носит обычно временный характер и ограни¬ 
чена цитопатическим эффектом. С другой стороны, интеграция 
НА-гена вместе с селективным маркером (таким, как клеточный 
ген тимидинкиназы) приводит к стабильной экспрессии [20]. 

С помощью искусственного мутагенеза получен делеционный 
вариант гена НА, утративший область, ответственную за синтез 
гидрофобного карбоксильного конца белковой молекулы. Этот 
гидрофобный домен относится к субъединице НА2 и заякоривает 
гемагглютинин в вирусной оболочке. Клетки, трансфицирован- 




470 Глава 24 


ные мутантным геном, продуцируют растворимую форму НА и 
секретируют его в культуральную среду [19]. Таким способом 
удалось подтвердить функцию гидрофобного С-конца и найти 
подход к получению растворимого гемагглютинина для вакци¬ 
нации. НА-ген, встроенный в плазмиду, экспрессировали также 
в бактериальных клетках — альтернативном источнике антигена. 
Ко времени выхода этого издания мы наверняка получим много 
новых сведений о функционировании других белков вируса грип¬ 
па, а источником этих сведений станут генно-инженерные экспе¬ 
рименты с соответствующими генами. 

Обсуждение генетики вируса гриппа было бы неполным без 
упоминания о гетерозиготности и фенотипическом смешивании 
(см. также гл. 7), хотя ни один из этих феноменов не имеет тако¬ 
го значения для эпидемиологии, как генетическая реассортация. 
Гетерозиготность появляется тогда, когда в вирусную частицу 
включаются дополнительные копии генных сегментов. Гетерози¬ 
готные вирионы можно выявить по их способности давать в каж¬ 
дом пассаже расщепление родительских признаков. Нитевидные 
формы вируса гриппа достаточно протяженны, чтобы в них мог¬ 
ли поместиться два или более полных набора генных сегментов 
(феномен полиплоидии), а это создает условия для образования 
гетерозиготных частиц. Фенотипическое смешивание заключает¬ 
ся в том, что вирионы содержат смесь белков, кодируемых гено¬ 
мами двух вирусов. Этот феномен наблюдается у многих вирусов 
и реализуется тогда, когда в одной клетке экспрессируются два 
разных вирусных генома. Иными словами, он подразумевает од¬ 
новременное присутствие в клетке мРНК разных мутантов. По¬ 
скольку все вирусные мРНК моноцистронны, сегментированность 
генома вируса гриппа не имеет в данном случае особого значе¬ 
ния. 

Сборка и высвобождение вирионов 

Подобно другим РНК-содержащим вирусам с оболочкой, ви¬ 
рионы вируса гриппа состоят из двух основных структур, кото¬ 
рые собираются в разных местах: нуклеокапсид — внутри клет¬ 
ки, а оболочка — на плазматической мембране. Точнее, сборка 
оболочки начинается внутри клетки, на мембране эндо¬ 
плазматического ретикулума, куда внедряются синтезирующиеся 
гликопротеины НА и NA. Мембранный аппарат обеспечивает их 
транспорт через комплекс Гольджи к клеточной поверхности, 
присоединение олигосахаридных цепей и их модификацию, фор¬ 
мирование третичной структуры и окончательную укладку изо¬ 
лированных белковых молекул в тримеры НА и тетрамеры NA, 
которые и образуют «шипы» собирающихся и уже зрелых вирио¬ 
нов. Это обычный путь сборки оболочки РНК-содержащих виру- 
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сов, которому и будут посвящены оставшиеся разделы этой 
главы. 

В отличие от других РНК-содержащих вирусов с наружной 
оболочкой нуклеокапсиды вируса гриппа, по всей видимости, со¬ 
бираются не в цитоплазме, а в ядре. При этом новосинтезирован¬ 
ные нуклеокапсиды должны проделать путь от ядерной мембра¬ 
ны через цитоплазму к поверхности клеточной мембраны, где 
расположены вирусные гликопротеины. Пространство между 
нуклеокапсидом и новосинтезированной вирусной оболочкой за¬ 
полняется М-белком. К сожалению, стадии взаимодействия 
М-белка с цитоплазматической поверхностью оболочки, с одной 
стороны, и нуклеокапсидом, с другой, все еще неизвестны. Нель¬ 
зя также исключить, что белки нуклеокапсида связываются с 
цитоплазматическими доменами гликопротеинов непосредствен¬ 
но, без участия М-белка. Кроме того, не выяснена роль М-белка 
и других компонентов оболочки в индукции процесса почкова¬ 
ния. 

Известно, что индивидуальные сегменты нуклеокапсида упа¬ 
ковываются в вирион не беспорядочно, а так, как если бы они 
были соединены тандемно (рис. 24.2). Можно думать, что 
существует механизм, регулирующий набор сегментов, вклю¬ 
чающихся в каждый вирион. В то же время неясно, какие силы 
удерживают сегменты в тандеме. По-видимому, отбор сегментов 
РНК не опосредуется спариванием оснований, поскольку у всех 
сегментов РНК вируса гриппа концевые последовательности 
идентичны. Объединение определенных сегментов могло бы оп¬ 
ределяться взаимодействием между капсидными белками. Но и 
тогда не существует химической основы для отбора сегментов. 
Поэтому остается предположить, что тандемное расположение 
нуклеокапсидов, изображенное на рис. 24.2, есть результат про¬ 
извольного комбинирования сегментов и что общее число сегмен¬ 
тов, умещающихся в вирионе средних размеров, достаточно 
велико, чтобы заметная доля всех вирионов содержала по мень¬ 
шей мере одну копию каждого гена [15]. 

Как уже упоминалось, белок NA вируса гриппа, второй вирус¬ 
ный гликопротеин, функционирует на поздних этапах цикла раз¬ 
множения. Этот белок, кодируемый шестым сегментом РНК, со¬ 
держит в случае подтипа N2 (например, штамм A/Tokyo/3/67) 
469 аминокислотных остатков (рис. 24.12). Белок имеет единст¬ 
венный гидрофобный участок (остатки с 7-го по 35-й), который 
заякоривает молекулу в вирусной оболочке. У белка НА гидро¬ 
фобный якорь, наоборот, картируется в С-концевой области. 
N -концевое расположение якоря встречается реже, но все же 
описано для некоторых клеточных гликопротеинов. Ни N -конце- 
вая сигнальная последовательность, ни какой-либо другой уча¬ 
сток в молекуле NA не подвергаются протеолитическому рас- 
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Рис. 24.12. Схематическое изображение первичной структуры NA вируса грип¬ 
па A/Tokyo/3/67(N2) [69]. Зубчатая линия —домен, пронизывающий вирусную 
оболочку. Аминокислотные остатки 73—74 соответствуют месту соединения 
стебля с головной. Остальные обозначения такие же, как на рис. 24.5. 



Рис. 24.13. Строение тетрамера NA вируса гриппа A/Tokyo/3/67 (N2) [69]. По¬ 
казана кубическая головка, стебель и N -концевая область, заякоривающая всю 
структуру в вирусной оболочке. В двух последних доменах расположение че¬ 
тырех полипептидных цепей неизвестно. Каждая молекула NA содержит в 
своей верхней части активный центр. 


щеплению. Как и в случае белка НА, молекула содержит не¬ 
сколько сайтов гликозилирования и множественные дисульфид¬ 
ные связи, стабилизирующие полипептидную цепь (рис. 24.12). 

Молекулы NA формируют на поверхности вирусной оболочки 
тетрамерные шипы. В отличие от тримеров НА, напоминающих 
колонну, тетрамер NA представляет собой небольшой стебель, 
увенчанный кубической головкой (рис. 24.13). Стебель формиру¬ 
ют аминокислотные остатки с 36-го по 73-й, а головку образует 
остальная часть молекулы. Головки, отделенные от вириона пу¬ 
тем протеолитического расщепления стебля, исследовали с по¬ 
мощью рентгеноструктурного анализа [69]. Оказалось, что внут¬ 
ри головки полипептидная цепь формирует несколько витков, 
образующих шесть четырехцепочечных (3-слоев. Каталитический 
центр нейраминидазы расположен на поверхности головки в 
каждой из субъединиц, поэтому тетрамер имеет четыре активных 
центра, подобно тому, как каждый тример гемагглютинина имеет 
три участка связывания рецептора. В головке расположены так¬ 
же все сайты гликозилирования NA, причем один из них, по-ви¬ 
димому, участвует во взаимодействии между мономерами. Изме- 
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нения антигенной структуры скорее всего ограничены петлями 
полипептидной цепи, соединяющими p -слои. Как и в случае НА, 
в таких петлях могут неограниченно накапливаться мутации, по¬ 
скольку они не участвуют во взаимодействиях между (3-цепями, 
формирующими каркас головки. Аминокислотные остатки вокруг 
каталитического центра также не вовлечены в образование 
p -структуры, но они консервативны, поскольку определяют фер¬ 
ментативную активность нейраминидазы [14]. 

NA вируса гриппа не столь важна для эволюции вируса, как 
НА, но тем не менее играет в ней заметную роль. Ферментатив¬ 
ное действие нейраминидазы — отщепление концевых сиаловых 
кислот от олигосахаридных цепей в составе поверхностных бел¬ 
ков и гликолипидов—распространяется на соседние молекулы 
NA и на любые оказавшиеся поблизости поверхностные глико¬ 
протеины. Не исключено, что активность нейраминидазы прояв¬ 
ляется уже в ходе миграции через эндоплазматический ретику¬ 
лум. Поэтому кластеры новосинтезированных белков вирусной 
оболочки, расположенные на клеточной мембране, содержат гли¬ 
копротеины, лишенные остатков сиаловой кислоты. Такая моди¬ 
фикация предохраняет дочерние вирусные частицы от агрегации, 
и в результате каждая из них ведет себя как самостоятельная 
инфекционная единица [50]. Агрегация, которая наблюдается 
после подавления активности NA, объясняется сродством гемаг- 
глютинина к сиаловой кислоте. Защита вирионов от агрегации — 
уже достаточное обоснование для существования нейраминидазы 
вируса гриппа. Однако фермент может выполнять в ходе инфек¬ 
ции и другие функции, например отделение вирусных частиц от 
ингибирующих инфекцию мукополисахаридов, находящихся в 
дыхательных путях. Другая возможная функция состоит в облег¬ 
чении перемещения прикрепленного вируса к поверхности клет¬ 
ки путем высвобождения НА из комплекса с его рецептором 
[35]. 


Репликация парамиксовирусов 

Присоединение вируса к клеточной поверхности 
и проникновение его в клетку 

О поверхностных гликопротеинах парамиксовирусов извест¬ 
но гораздо меньше, чем о НА и NA вирусов гриппа. Объясняется 
это тем, что с медицинской точки зрения последствия гриппозной 
инфекции (особенно в период обширнейшей эпидемии 1918— 
1919 гг.) гораздо серьезней, чем последствия тривиальной пара¬ 
миксовирусной. Это обстоятельство стимулировало более интен¬ 
сивное изучение вирусов гриппа. Кроме того, поверхностные бел- 
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Рис. 24.14. Сопоставление N -концевой аминокислотной последовательности 
субъединицы F t трех парамиксовирусов с последовательностью субъединицы 
НА2 вируса гриппа A/PR/8/34 [21, 57]. Жирным шрифтом отмечены аминокис¬ 
лотные остатки, общие по крайней мере для двух парамиксовирусов. Курсивом 
выделены гомологичные аминокислотные остатки НА2 вируса гриппа. 

ки парамиксовирусов в антигенном отношении гораздо более 
стабильны, поэтому в человеческих популяциях лица старшего 
возраста почти всегда иммунизированы. Белок HN (/iemaggluti- 
nin-neuraminidase) осуществляет прикрепление вируса к клетке; 
при этом важным компонентом гликопротеинового (или, возмож¬ 
но, гликолипидного [46]) рецептора является сиаловая кислота. 
Присутствие в той же молекуле нейраминидазной активности не 
только отличает ее от гликопротеинов вируса гриппа, но и за¬ 
ставляет задуматься о топографии взаимодействия между ак¬ 
тивным центром нейраминидазы и сайтом связывания гемагглю- 
тинина. Портнер [53] представил данные об их пространствен¬ 
ном разобщении, но для выявления деталей трехмерной структу¬ 
ры этой молекулы необходимо применение рентгеноструктурного 
анализа. 

Вторым этапом заражения является слияние оболочки вирио- 
на с клеточной мембраной. У парамиксовирусов этот процесс 
осуществляется другим гликопротеином F. Форма-предшествен¬ 
ник F 0 вне клетки подвергается протеолитическому расщеплению 
на большую субъединицу F b которая содержит новый гидрофоб¬ 
ный N -конец (рис. 24.14), проникающий в клеточную мембрану, 
и меньшую нефункциональную субъединицу F 2 , связанную с Fi 
дисульфидным мостиком [57]. Все изложенное указывает на 
эволюционную связь между парамиксовирусами и вирусом грип¬ 
па. На этом, впрочем, аналогия между ними кончается. Вирионы 
вируса гриппа попадают в клетку в составе эндосом — внутри¬ 
клеточных везикул с низким значением pH, изменяющим кон¬ 
формацию НА и облегчающим внедрение субъединицы НА2 в 
мембрану везикулы. При нейтральных значениях pH, характер¬ 
ных для межклеточного пространства, слияния с мембраной не 
происходит. Что касается вируса Сендай с расщепленным F -бел- 
ком, то он осуществляет слияние мембран даже в таких условиях 
и именно поэтому часто используется как агент, стимулирующий 
слияние клеток, при получении клеточных гибридов [26]. Таким 
образом, вирус Сендай и другие парамиксовирусы проникают в 
клетку непосредственно через клеточную мембрану, без посред- 
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ничества эндосом, необходимых для проникновения вируса грип¬ 
па. Более подробно об этом свойстве парамиксовирусов и о со¬ 
ответствующих белках мы расскажем в разделе, посвященном 
сборке и высвобождению вирионов. 


Транскрипция и трансляция 

Стратегия репликации вирусов с негативным геномом была 
выявлена при изучении парамиксовируса: куриного вируса 
ньюкаслской болезни (NDV) [7, 38]. Как и вирус Сендай, NDV 
содержит высокомолекулярную одноцепочечную геномную РНК 
(рис. 24.15) с мол. массой около 5* ІО 6 , что существенно превы¬ 
шает размер индивидуального сегмента РНК вируса гриппа. 
Изучение NDV -специфических РНК, синтезируемых в заражен¬ 
ной клетке, показало, что мол. масса большинства из них не 
превышает ЫО 6 , т. е. скорее всего они являются вирусными 
мРНК. Молекулы РНК, имеющие размер генома, представлены 
существенно меньшим числом копий. Анализ нуклеотидного со¬ 
става РНК-генома NDV выявил высокое содержание уридило- 
вых остатков, в то время как предполагаемые мРНК характери¬ 
зуются высоким содержанием остатков аденина. Это обстоятель¬ 
ство позволило предположить, что молекулы этих двух классов 
комплементарны; гипотеза получила подтверждение в опытах 
по гибридизации in vitro [7, 38]. Кроме того, РНК меньшего раз¬ 
мера, комллементарные геномной РНК, транслировались in vitro 
с образованием вирусных белков, т. е. оказались истинными 



UNAUUCUUUUU 


GAA 


UCCCANUUUC 


Консенсус 


Рис. 24.15. Структура генома вируса Сендай. Отмечены положения гена пози¬ 
тивной лидерной РНК ( + ) и регуляторных элементов транскрипции на грани¬ 
цах генов. Буквами Е, I и S обозначены соответственно концы (включая сиг¬ 
нал полиаденилирования), межгенные области и стартовые последовательно¬ 
сти. Скобки указывают на неопределенность в расположении генов Р и F 0 [2]. 
(Из работы [25] и по неопубликованным данным Gupta, Re, Morgan, Kings¬ 
bury.) 
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мРНК. Позже обнаружилось, что сходную стратегию использует 
вирус везикулярного стоматита (VSV) —представитель семейст¬ 
ва рабдовирусов [60]. Поскольку в культуре клеток VSV репли¬ 
цируется более эффективно, чем любой из парамиксовирусов, а 
его вирионы содержат гораздо более активный и доступный для 
экспериментов in vitro аппарат транскрипции, фундаментальные 
аспекты биологии VSV изучены лучше, чем у парамиксовирусов 
(см. гл. 23). 

Транскрипция канонического парамиксовируса, вируса Сен¬ 
дай, отличается от транскрипции сегментов РНК вируса гриппа 
по своей цитоплазматической локализации и соответственно по 
способности РНК-полимеразы инициировать транскрипцию в от¬ 
сутствие экзогенной затравки и кэпировать и метилировать 
5'-конец транскрипта. Поскольку гены вируса Сендай тандемно 
сцеплены в составе единой цепи РНК (рис. 24.15), одной олиго- 
уридиловой последовательности недостаточно для терминации 
транскрипции. Транскрипционный комплекс вируса гриппа мо¬ 
жет узнавать 5'-конец каждого сегмента, отстоящий на 13— 
17 нуклеотидов от олигоуридиловой последовательности, как со¬ 
ставную часть сигнала терминации. В случае вируса Сендай, 
как впрочем, и VSV, олигоуридиловый участок, инициирую¬ 
щий З'-концевое полиаденилирование, предваряется специфи¬ 
ческим тетрануклеотидом (AUAC у VSV, AUUC — у виру¬ 
са Сендай) [25]. Вслед за oligo(U) идут неэкспрессирующиеся 
межгенные олигонуклеотиды GA (у VSV) или GAA (у вируса 
Сендай), а далее — консервативный сигнал инициации синтеза 
мРНК длиной около 10 нуклеотидов (К. С. Gupta, D. W. Kings¬ 
bury, неопубликованные данные), имеющий довольно низкую го¬ 
мологию с соответствующим сигналом у VSV (рис. 24.15). Это 
тем более странно, если учесть гомологию в терминирующих сиг¬ 
налах, сайтах инициации полиаденилирования и межгенных по¬ 
следовательностях. По-видимому, различия в структуре сигналов 
инициации транскрипции отражают тот факт, что для транскрип¬ 
ции этих вирусов правильная терминация гораздо важнее, чем 
правильная инициация. Это обусловлено, вероятно, необходи¬ 
мостью антитерминации при репликации РНК этих вирусов. 

Другие особенности транскрипции у вирусов Сендай и VSV 
сходны. К ним относятся полярность, проявляющаяся в том, что 
близость гена к З'-концу генома определяет эффективность его 
транскрипции [22], функция 50-нуклеотидной лидерной последо¬ 
вательности, комплементарной З'-концу генома, а также отсутст¬ 
вие трансляционного контроля за количеством вирусных белков. 

Недавно обнаружено еще одно различие между представите¬ 
лями двух семейств вирусов с негативным несегментированным 
геномом. Оказалось, что в гене, кодирующем Р-белок, ассоцииро¬ 
ванный с полимеразной активностью вируса Сендай, присутст- 
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вует вторая открытая рамка считывания. Она кодирует неболь¬ 
шой неструктурный белок, названный белком С, и целиком рас¬ 
положена внутри гена Р. Но в отличие от транскрипции седьмого 
и восьмого сегментов РНК вируса гриппа, когда сплайсинг при¬ 
водит к образованию мРНК разных классов, в данном случае от¬ 
дельная мРНК для белка С не обнаружена. Предполагается, что 
одна и та же мРНК транслируется с образованием двух альтер¬ 
нативных белков [16]. 

О функции нуклеокапсидных белков вируса Сендай в регу¬ 
ляции транскрипции известно немного. L -Белок, близкий аналог 
белка L VSV, имеет достаточные размеры, чтобы выполнять 
функцию РНК-полимеразы, и, возможно, содержит активный 
центр этого фермента. Нельзя исключить также наличия в нем 
активных центров кэпирования и метилирования. Белок Р в ви- 
рионах вируса Сендай фосфорилирован в наибольшей степени 
[42] и, по-видимому, является аналогом фосфопротеина NS VSV, 
т. е. наряду с L -белком участвует в синтезе РНК. Белок NP ско¬ 
рее всего не обладает каталитической активностью, но, как уже 
упоминалось, его способность претерпевать конформационные 
изменения должна в процессе считывания матрицы РНК-поли- 
меразой облегчать растягивание спирали. 


Репликация РНК 

Как мы уже отмечали, говоря о репликации РНК вируса 
гриппа, механизм, переключающий транскрипцию минус-цепей 
на их репликацию, принципиально важен, но до сих пор плохо 
изучен. В разделе, посвященном вирусу гриппа, мы упоминали 
о том, что транскрипция сегментов РНК заканчивается на рас- 
стоянии>10 нуклеотидов от конца матрицы. Поэтому в ходе реп¬ 
ликативного синтеза ключевую роль играет антитерминация, по¬ 
зволяющая РНК-полимеразе копировать oligo(U) -сигнал ини¬ 
циации полиаденилирования и последующие нуклеотиды. Для 
РНК-содержащих вирусов с несегментированным негативным ге¬ 
ном антитерминация в ходе репликативного синтеза представля¬ 
ет собой еще более серьезную проблему. Дело в том, что для 
синтеза промежуточной матрицы — позитивного антигенома — 
РНК-полимераза не должна обращать внимания на сигнальные 
последовательности на границе «лидер — ген NP», а кроме того, 
на границе всех последующих вирусных генов (рис. 24.15). Мы 
уже отмечали, что эволюционная консервативность сигналов тер¬ 
минации транскрипции у VSV и вируса Сендай указывает на 
важность этих нуклеотидных последовательностей для обеих 
РНК-полимераз. Правда, чтобы понять механизмы взаимодейст¬ 
вия сигнальных последовательностей с комплексом полимераз- 
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ных белков, необходима более полная информация о структуре и 
функциональных возможностях белков Р и L. 

Инициация синтеза РНК, будь то репликация или транскрип 
ция, подразумевает наличие на З'-конце негативной геномной 
РНК определенных сигнальных последовательностей. Здесь об¬ 
наружено несколько участков гомологии между РНК VSV и ви¬ 
руса Сендай. Кроме того, можно выявить еще несколько гомоло¬ 
гичных участков, внося необходимые делеции или вставки [55 г 
56]. В соответствии с этими гомологиями лидерная РНК обоих 
вирусов обогащена U и обеднена G и С. Принимая во внимание 
также гомологии в терминирующих и межгенных последователь¬ 
ностях, можно считать, что VSV и вирус Сендай произошли от 
общего предка. 

Генетические взаимодействия 

Вирусы с несегментированным негативным геномом характе¬ 
ризуются гораздо меньшей изменчивостью, чем вирус гриппа. 
Одна из причин этого довольно очевидна: несегментированность 
генома делает невозможными пересортировки и перегруппиров¬ 
ки, приводящие у вируса гриппа к появлению новых, доступных 
для тестирования и отбора генных комбинаций. Конечно, реком¬ 
бинация, основанная на механизме смены матрицы, по-прежнему 
возможна, и не только внутригенная, но и межгенная. Тем не ме¬ 
нее, за исключением данных о существовании у негативных не- 
сегментированных вирусов ДИ-форм (см. ниже), все попытки 
обнаружить у парамиксовируса NDV классическую рекомбина¬ 
цию не привели к успеху [23]. 

А что известно об изменчивости, обусловленной мутациями в 
кодирующих последовательностях? Как мы уже знаем, для НА 
и в меньшей степени для NA вируса гриппа характерен высокий 
уровень изменчивости; особенно сильно она выражена в тех об¬ 
ластях третичной структуры, где аминокислотная цепь образует 
петлю, выступающую из структуры. Наоборот, за долгие годы 
не обнаружено никаких существенных изменений в белках HN 
и F парамиксовирусов, о чем, в частности, свидетельствует нали¬ 
чие стойкого иммунитета после инфекции или вакцинации виру¬ 
сами кори и паротита. Незначительные изменения, конечно же, 
накапливаются и могут быть выявлены с помощью чувствитель¬ 
ных зондов, например моноклональных антител. Но таких изме¬ 
нений, которые помогли бы вирусу обойти иммунологический 
контроль со стороны хозяина, как это периодически делает вирус 
гриппа, у парамиксовирусов не описано. 

С учетом этих данных кажется парадоксальным тот факт, 
что против многих важных в медицинском отношении парамик¬ 
совирусов, таких как вирус парагриппа типов 1—4 или респира- 
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торно-синцитиальный вирус, до сих пор, несмотря на многочис¬ 
ленные попытки, не получены вакцины. Объясняется это тем, что 
поверхностные белки перечисленных вирусов, равно как и по¬ 
верхностные белки патогенных для верхних дыхательных путей 
представителей неродственного семейства риновирусов, слабо 
иммуногенны (см. гл. 17, 18). 

Почему же поверхностные белки парамиксовирусов не столь 
подвержены изменениям, как белки вируса гриппа? Можно было 
бы думать, что РНК-полимеразы парамиксовирусов делают 
меньше ошибок при считывании, чем соответствующий фермент 
вируса гриппа. Однако прямое определение уровня спонтанных 
мутаций не выявило различий между вирусами гриппа и Сендай 
[54]. Вообще говоря, вирусы с одноцепочечной РНК накаплива¬ 
ют мутации с более высокой частотой, нежели вирусы с двухце¬ 
почечным геномом, в первую очередь потому, что у них отсут¬ 
ствует механизм коррекции по второй цепи. Из этого следует, 
что мутанты по белкам HN и F скорее всего появляются с той 
же частотой, что и мутанты по белкам НА и NA, но обладают по¬ 
ниженной жизнеспособностью. Объясняется это, возможно, тем, 
что большинство аминокислот в парамиксовирусных гликопро¬ 
теинах играют структурную или функциональную роль и не мо¬ 
гут быть замещены без утраты жизнеспособности вируса. 

Фенотипическое смешивание и гетерозиготность обнаружива¬ 
ются у парамиксовирусов столь же часто, как и у других виру¬ 
сов, но носят скорее характер лабораторных курьезов (см. также 
гл. 7). Фенотипическое смешивание осуществляется даже между 
представителями разных семейств, когда их структура и способ 
репликации не слишком различаются. Примером тому могут 
служить парамиксовирусы и ортомиксовирусы [24] или рабдови- 
русы и парамиксовирусы [48]. Потомство, содержащее геном од¬ 
ного вируса в «овечьей шкуре» (оболочке) другого вируса, назы¬ 
вают псевдотипами. 

Основным классом условно-летальных мутантов, используе¬ 
мым для изучения функции парамиксовирусных генов, являются 
/ 5 -мутанты. Низкий уровень рекомбинации не позволяет по¬ 
строить карту парамиксовирусов с помощью генетических мето¬ 
дов. Однако информация о взаимном расположении генов была 
получена в серии экспериментов по прерыванию процесса транс¬ 
крипции вследствие УФ-повреждения матриц [13], а также с по¬ 
мощью методов молекулярного клонирования и секвенирования 
[16]. Описаны, но не нашли широкого применения природные и 
безусловно-летальные мутации. Правда, спонтанный мутагенез 
можно исследовать с помощью моноклональных антител. 

ДИ-частицы образуются в случае парамиксовирусов, видимо, 
с той же частотой, что и в случае VSV, но в деталях этот процесс 
изучен только для вируса Сендай. Так, описаны два класса 
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ДИ-частиц, первый из которых не отличался по принципам орга¬ 
низации от ДИ-частиц VSV типа «застежка». Не обнаружено ге¬ 
номов вируса Сендай, где делеция затрагивала бы только ген L, 
как это бывает в РНК ДИ-частиц VSV типов LT и LT 2 . Зато 
обнаружены другие делеционные мутанты, сохранившие, как и 
частицы класса LT, оба конца генома. Эти ДИ-РНК вируса Сен¬ 
дай содержат протяженные внутренние делеции, затрагивающие 
большинство структурных генов и оставляющие интактными 
только З'-проксимальный фрагмент гена NP и 5'-проксимальный 
фрагмент гена L вместе с соответствующими концевыми после¬ 
довательностями. Такие ДИ-частицы получили название слит¬ 
ных, поскольку потенциально они способны кодировать слитные 
белки, состоящие из N -конца NP и С-конца L. Правда, существо¬ 
вание подобных белков или кодирующих их транскриптов до сих 
пор не доказано. 

Сборка и высвобождение вирионов 

Главное отличие морфогенеза парамиксовирусов от морфоге¬ 
неза вируса гриппа состоит во внутриклеточной локализации 
сборки нуклеокапсидов. Для парамиксовирусов, как и для раб- 
довирусов, это цитоплазма. Отдельные стадии сборки, а также 
нерешенные проблемы морфогенеза были рассмотрены в гл. 23. 
Читатель должен только заменить обозначения белков (вместо 
N, NS и L в случае рабдовирусов NP, Р и L для парамиксовиру¬ 
сов), и тогда все, изложенное в гл. 23, окажется применимым в 
данном случае. 

Нейраминидазная активность, локализованная в белке HN, 
выполняет, очевидно, те же функции, что и активность NA виру¬ 
са гриппа, а именно предотвращает агрегацию вирионов в ре¬ 
зультате связывания гемагглютинина с сиаловой кислотой. Обра¬ 
тите внимание, что многие парамиксовирусы, такие как респира¬ 
торно-синцитиальный вирус, вирус кори и другие представители 
родов Pneumovirus и Morbillivirus , лишены нейраминидазной 
активности, причем это не значит, что они не используют сиало- 
вую кислоту для прикрепления к клетке. Именно с сиаловой кис¬ 
лотой они и связываются, но связывание носит более обратимый 
характер, чем в случае вирусов, имеющих нейраминидазу. Зна¬ 
чит, и риск «застрять» на поверхности клетки для вируса без 
нейраминидазы меньше. Обратимое связывание с сиаловой кис¬ 
лотой на стадии первоначального взаимодействия с клеткой ха¬ 
рактерно для многих практически неродственных вирусов, и все 
они не нуждаются в нейраминидазе. 

Изучая процесс проникновения парамиксовирусов в клетку, 
обнаружили, что вирионы могут сливаться с клеточной поверх¬ 
ностью при нейтральных значениях pH. На поздней стадии жиз- 
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ненного цикла, когда вирионы отпочковываются от поверхност¬ 
ной мембраны, эти участки мембраны оказываются усеянными 
шипами, состоящими из белков HN и F 0 . Если в окружающей 
среде окажутся подходящие трипсиноподобные протеазы, моле¬ 
кулы F 0 на поверхности клетки активируются и индуцируют 
слияние клеточных мембран. Такой тип вирус-индуцирован- 
ного слияния, названный слиянием изнутри [18], позволяет реп¬ 
лицирующемуся и транскрибирующемуся вирусу распространять¬ 
ся из клетки в клетку, успешно избегая действия циркулирую¬ 
щих противовирусных антител. Такие межклеточные слияния 
могут охватывать большое число клеток и приводить к образо¬ 
ванию поликарионов (синцития). Последние наблюдаются не 
только в культуре клеток, зараженных респираторно-синцитиаль¬ 
ным вирусом, получившим поэтому такое название. Образование 
синцития происходит и в организме хозяина, например при зара¬ 
жении вирусом кори. Предполагается, что вакцины на основе 
инактивированных формальдегидом вирусов парагриппа и рес¬ 
пираторно-синцитиального вируса неэффективны потому, что при 
инактивации разрушается антигенная структура белков слияния. 
В результате организм остается незащищенным от вируса, рас¬ 
пространяющегося путем межклеточного слияния [12]. Сейчас 
предпринимаются попытки сконструировать генно-инженерную 
вакцину на основе белков слияния парамиксовирусов. Возможно, 
эти попытки окажутся более успешными. 

Заключение 

Изучение фундаментальных различий молекулярно-биологи¬ 
ческих свойств вирусов гриппа и парамиксовирусов создает 
принципиальную основу для сопоставления важных в клиниче¬ 
ском отношении признаков этих двух групп. Продолжается поиск 
более эффективных вакцин против вируса гриппа. Он основыва¬ 
ется на огромном количестве информации, накопленной в по¬ 
следние годы. Прежде всего это касается структуры наиболее 
значимого поверхностного антигена НА, а также внутриклеточ¬ 
ных событий, приводящих к появлению вирусного потомства. 
Главная проблема состоит в том, что современная технология 
приготовления вакцин не обеспечивает адекватного иммунного 
ответа, сравнимого по силе с иммунным ответом при естествен¬ 
ной инфекции или при инфекции живыми аттенуированными вак¬ 
цинными штаммами (гл. 17). Технология должна быть направле¬ 
на на приготовление аттенуированных гриппозных вакцин, кото¬ 
рые не ревертируют к патогенному вирусу дикого типа. Кроме 
того, необходимо уменьшить время между распознаванием ново¬ 
го типа НА, циркулирующего в популяции, и приготовлением 
соответствующей вакцины. Если учесть уровень наших фунда- 
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ментальных знаний в этой области и уровень развития биотехно¬ 
логии, то обе проблемы не кажутся неразрешимыми. 

Получены эффективные аттенуированные живые вакцины 
против вирусов кори и свинки. Что касается вирусов парагриппа 
и респираторно-синцитиального вируса, то для существенного 
повышения их иммуногенности нам следует изучить их поверх¬ 
ностные антигены так же хорошо, как НА и NA вируса гриппа. 
И снова наиболее эффективными, по-видимому, окажутся живые 
вакцины, а весьма важным компонентом защитного барьера 
организма — клеточный иммунный ответ. 

В создании вирусных вакцин накоплен большой практический 
опыт. Поэтому поиск наиболее иммуногенных препаратов кажет¬ 
ся нам многообещающим направлением борьбы с миксовирусны¬ 
ми заболеваниями. В то же время открываются перспективы 
борьбы со специфическими и генерализованными вирусными бо¬ 
лезнями с помощью химических веществ. Помимо интерферона 
могут быть найдены избирательные ингибиторы миксовирусных 
РНК-полимераз, не оказывающие побочного действия на клеточ¬ 
ный метаболизм. 


Литература 


1. Andrewes С. Н., Bang F. В., Burnet F. М. (1955). A short description of the 
myxovirus group (influenza and related viruses), Virology, 1, 176—184. 

2. Amesse L. S., Pridgen C. L., Kingsbury D. W. (1982). Sendai virus DI 
RNA species with conserved virus genome termini and extensive internal 
deletions, Virology, 118, 17—27. 

3. Barry R. D., Ives D. R., Cruickshank J. G. (1962). Participation of deoxyri¬ 
bonucleic acid in the multiplication of influenza virus, Nature (Lond.), 194, 
1139—1140. 

4. Bean W. J., Jr., Simpson R. W. (1973). Primary transcription of the influen¬ 
za virus genome in permissive cells, Virology, 56, 646—651. 

5. Bouloy M., Plotch S. J., Klug R. M. (1978). Globin mRNAs are primers 
for the transcription of influenza viral RNA in vitro, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 75, 4886—4890. 

6. Braam J., Ulmanen /., Krug R. M. (1983). Molecular model of a eukaryotic 
transcription complex: Functions and movements of influenza P proteins du¬ 
ring capped RNA-primed transcription, Cell, 34, 609—618. 

7. Bratt M. A., Robinson W. S. (1967). Ribonucleic acid synthesis in cells in¬ 
fected with Newcastle disease virus, J. Mol. Biol., 23, 1—21. 

8. Breitenfeld P. M., Schafer W. (1957). The formation of fowl plaque virus 
antigens in infected cells, as studied with fluorescent antibodies, Virology, 
4, 328—345. 

9. Burnet F . M., Edney M. (1951). Recombinant viruses obtained from double 
infections with the influenza A viruses MEL and Neuro-WS, Aust. J. Exp. 
Biol. Med. Sci., 39, 353-362. 

10. Caton A. Robertson J. S. (1980). Structure of the host-derived sequences 
present at the 5' ends of influenza virus mRNA, Nucleic Acids Res., 8, 
2591—2603. 





Орто- и парамиксовирусы и их репликация 483 


И. Chanda Р. К., Chambers Т. М Nayak D. Р. (1983). In vitro transcription 
of defective interfering particles of influenza virus produces polyadenylic 
acid-containing complementary RNAs, J. Virol., 45, 55—61. 

12. Choppin P. W ., Richardson C. D., Merz D. C., Hall W. W., Scheid A. (1981). 
The functions and inhibition of the membrane glycoproteins of paramyxovi¬ 
ruses and myxoviruses and the role of the measles virus M protein in suba¬ 
cute sclerosing panencephalitis, J. Infect. Dis., 143, 352—363. 

13. Collins P. L., Hightower L. E., Ball L. A. (1980). Transcriptional map for 
Newcastle disease virus, J. Virol., 35, 682—693. 

14. Colman P. M. f Vargbese J. N., Laver W. G. (1983). Structure of the catalytic 
and antigenic sites in influenza virus neuraminidase, Nature (Lond.), 303, 
41—44. 

15. Compans R. W., Dimmock N. 7\, Meier-Ewert H. (1970). An electron micro¬ 
scopic study of the influenza virus-infected cell. In: The Biology of Large 
RNA Viruses, ed. by R. D. Barry and B. W. J. Mahy, pp. 87—108, Academic 
Press, London. 

16. Dowling P. C., Giorgi C., Roux L., Delhlefsen L. A., Galantowicz M. E., 
Blumberg В. M., Kolakofsky D. (1983). Nolecular cloning of the 3' proximal 
third of the Sendai virus genome, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 5213— 
5216. 

17. Fields S., Winter G. (1982). Nucleotide sequences of influenza virus segments 
I and 3 reveal mosaic structures of a small viral RNA segment, Cell, 28, 

3Q3_3i3 

18. Gallaher W. R., Bratt M. A. (1974). Conditional dependence of fusion from: 
within and other cell membrane alterations by Newcastle disease virus, J. 
Virol., 14, 813—820. 

19. Gething M. /., Sambrook J. (1982). Construction of influenza virus hemag¬ 
glutinin genes that code intracellular and secreted forms of the protein, Na¬ 
ture (Lond.), 300, 598—603. 

20. Gething M. /., Sambrook J. (1983). Expression of cloned influenza virus 
genes. In: Genetics of Influenza Viruses, ed. by P. Palese and D. W. Kings¬ 
bury, pp. 169—191, Springer-Verlag, Vienna. 

21. Gething M. J., White J. M., Waterfield M. D. (1978). Purification of the fu¬ 
sion protein of Sendai virus: Analysis of the NH 2 -terminal sequence genera¬ 
ted during precursor activation, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 2737—2740v 

22. Glazier K., Raghow R., Kingsbury D. W. (1977). Regulation of Sendai vi¬ 
rus transcription: Evidence for a single promoter in vivo, J. Virol., 21, 863— 
871. 

23. Granoff A. (1959). Studies of mixed infection with Newcastle disease virus. 
I. Isolation of Newcastle disease virus mutants and tests for genetic recom¬ 
bination between them, Virology, 9, 636—648. 

24. Granoff A., Hirst G. K. (1954). Experimental production of combination 
forms of virus. IV. Mixed influenza A—Newcastle disease virus infections, 
Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 86, 84—88. 

25. Gupta К. C., Kingsbury D. W. (1982). Conserved polyadenylation signals in 
two negative-strand RNA virus families, Virology, 120, 518—523. 

26. Harris H., Watkins J. F. (1965). Hybrid cells derived from mouse and 
man: Artificial heterokaryons of mammalian cells from different species. 
Nature (Lond.), 205, 640—646. 

27. Hay A. Skehel J. McCauley J . (1982). Characterization of influenza 
virus RNA complete transcripts, Virology, 116, 517—522. 

28. Hay A. Lomniczi B., Bellamy A. R. t Skehel J. J . (1977). Transcription of 
the influenza virus genome, Virology, 83, 337—355. 

29. Heggeness M. H., Scheid A., Choppin P. W. (1980). Conformation of the 

helical nucleocapsids of paramyxoviruses and vesicular stomatitis 

virus: Reversible coiling and uncoiling induced by changes in salt concern 
tration, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 2631—2635. 




484 Глава 24 


30. Heggeness М. Н., Smith P. R., Ulmanen /., Krug R. M., Choppin P. W. 
(1982). Studies on the helical nucleocapsid of influenza virus, Virology, 118, 
466—470. 

31. Herz C., Stavnezer E., Krug R. M., Gurney T. (1981). Influenza virus, an 
RNA virus, Synthesizes its messenger RNA in the nucleus of infected cells, 
Cell, 26, 391—400. 

32. Hirst G. К (1962). Genetic recombination with Newcastle disease virus, po¬ 
liovirus, and influenza, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 27, 303— 
308. 

32a. Horisberger M. A. (1980). The large P proteins of influenza A viruses are 
composed of one acidic and two basic polypeptides, Virology, 107, 302— 
305. 

33. Home R. W., Waterson A. P., Widly P., Farnham A. E. (1960). The structure 
and composition of the myxoviruses. I. Electron microscope studies of the 
structure of myxovirus particles by negative staining techniques, Virology, 
11, 79—98. 

34. Huang R. T. C., Rott R., Klenk H.-D. (1981). Influenza viruses cause hemo¬ 
lysis and fusion of cells, Virology, 110, 243—247. 

35. Huang R. T. C., Rott R., Wahn K, Klenk H.-D., Kohama T. (1980). The 
function of the neuraminidase in membrane fusion induced by myxoviruses, 
Virology, 107, 313—319. 

36. Hubbard S. C., Ivatt R. J. (1981). Synthesis and processing of asparagine- 
linked oligosaccharides, Annu. Rev. Biochem., 50, 555—583. 

37. Kilham L., Jungherr E., Luginbuhl R. E. (1949). Antihemagglutinating and 
neutralizing factors against Newcastle disease virus (NDV) occurring in 
sera of patients convalescent from mumps, J. Immunol., 63, 37—49. 

38. Kingsbury D. W. (1966). Newcastle disease virus RNA. II. Preferential 
synthesis of RNA complementary to parental viral RNA by chick embryo 
cells, J. Mol. Biol., 18, 204—214. 

39. Kingsbury D. W. (1974). The molecular biology of paramyxoviruses, Med. 
Microbiol. Immunol. (Berk), 160, 73—84. 

40. Krug R. M., Ueda M., Palese P. (1975). Temperature-sensitive mutants of 
influenza WSN virus defective in virus-specific RNA synthesis, J. Virol., 16, 
790—796. 

41. Lamb R. A. (1983). The influenza virus RNA segments and their encoded 
proteins. In: Genetic of Influenza Viruses, ed. by P. Palese and D. W. Kings¬ 
bury, pp. 21—69, Springer-Verlag, Vienna. 

42. Lamb R. A., Choppin P. W. (1977). The synthesis of Sendai virus polypepti¬ 
des in infected cells, III. Phosphorylation of polypeptides, Virology, 81, 382— 
397. 

42a. Lamb R. A., Choppin P. W. (1983). Gene structure and replication of influ¬ 
enza virus, Ann. Rev. Biochem., 52, 467—506. 

43. Lazarowitz S. G., Goldberg A. R., Choppin P. W. (1973). Proteolytic cleava¬ 
ge by plasmin of the HA polypeptide of influenza virus: Host cell activation 
of serum plasminogen, Virology, 56, 172—180. 

44. Mahy B. W. Hastie N. D., Armstrong S. J. (1972). Inhibition of influenza 
virus replication by a-amanitin: Mode of action, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
69, 1421—1424. 

45. Mahy B. W. Barrett T., Nichol S. T., Penn C. R., Wolstenholme A. J. 
(1981). Analysis of the functions of influenza virus genome RNA segments 
by use of temperature-sensitive mutants of fowl plague virus. In: Replication 
of Negative Strand Viruses, ed. by D. H. L. Bishop and R. W. Compans, 
pp. 379—394, Elsevier/North-Holland, New York. 

46. Markwell M. A. K, Svennerholm L., Paulson J. C. (1981). Specific ganglio- 
sides function as host cell receptors for Sendai virus, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 78, 5406—5410. 




Орто- и парамиксовирусы и их репликация 485 


47. McGeoch D., Kitron N. (1975). Influenza virion RNA-dependent RNA poly¬ 
merase: Stimulation by quanosine and related compounds, J. Virol., 15, 
686-695. 

48. McSharry J. /., Compans R. W., Choppin P. W. (1971). Protein of vesicular 
stomatitis virus and of phenotypically mixed vesicular stomatitis virus-simian 
virus 5 virions, J. Virol., 8, 722—729. 

49. Murti K. G., Bean W. /., Jr., Webster R. G. (1980). Helical ribonucleoprotein 
of influenza virus: An electron microscopic analysis, Virology, 104, 224— 
229. 

50. Palese P., Tobita K-, Ueda M. (1974). Characterization of temperature sen¬ 
sitive influenza virus mutants defective in neuraminidase, Virology, 61, 
397-410. 

51. Plotch S. /., Tomasz J., Krug R. M. (1978). Absense of detectable capping 
and methylating enzymes virions, J. Virol., 28, 75—83. 

52. Plotch S. J., Bouloy M., Ulmanen I., Krug R. M. (1981). A unique cap(m 7 
GpppXm) -dependent influenza virion endonuclease cleaves capped RNAs to 
generate the primers that initiate viral RNA transcription, Cell, 23, 847— 
858. 

53. Portner A. (1981). The HN glycoprotein of Sendai virus: Analysis of site(s) 
involved in hemagglutinating and neuraminidase activities, Virology, 115, 
375—384. 

54. Portner A., Webster R. G., Bean W. J. (1980). Similar frequencies of antige¬ 
nic variants in Sendai, vesicular stomatitis and influenza A viruses, Virolo¬ 
gy, 104, 235—238. 

55. Re G. G., Gupta К . C., Kingsbury D. W. (1983). Genomic and copy-back 3' 
termini in Sendai virus defective interfering RNA species, J. Virol., 45, 659— 
664. 

56. Re G. G. t Gupta К. C., Kingsbury D. W. (1983). Sequence of the 5' end of 
the Sendai virus genome and its variable representation in complementary 
form at the 3' ends of copy-back defective interfering RNA species: Identifi¬ 
cation of the L gene terminus, Virology, 130, 390—396. 

57. Richardson C. D., Scheid A., Choppin P. W. (1980). Specific inhibition of 
paramyxovirus replication by oligopeptides with amino acid sequences si¬ 
milar to those at the N-termini of the FI or HA2 viral polypeptides, Virolo¬ 
gy, 105, 205—222. 

58. Rohde W., Scholtissek C. (1980). On the origin of the gene coding for an 
influenza A virus nucleocapsid protein, Arch. Virol., 64, 213—223. 

59. Rott R„ Saber S., Scholtissek C. (1965). Effect on myxovirus of mitomycin 
C, actinomycin D and pretreatment of the host cell with ultraviolet light, 
Nature (bond.), 205, 1187—1190. 

60. Schaffer F. L., Hackett A. J., Soergel M. E. (1968). Vesicular stomatitis vi¬ 
rus RNA: Complementarity between infected cell RNA and RNAs from in¬ 
fectious and autointerfering viral fractions, Biochem. Biophys. Res. Com- 
mun., 31, 685—692. 

61. Scheid A., Graves M. C., Silver S. M. t Choppin P. W. (1978). Studies of the 
structure and functions of paramyxovirus glycoproteins. In: Negative Strand 
Viruses and the Host Cell, ed. by B. W. J. Mahy and R. D. Barry, pp. 181— 
193, Academic Press, London. 

62. Skehel J. /., Bayley P. M. Brown E. B., Martin S. R., Waterfield M. D., 
White J. M., Wilson /. A., Wiley D. C. (1982). Changes in the conformation 
of influenza virus hemagglutinin at the pH optimum of virus-mediated mem¬ 
brane fusion, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 968—972. 

63. Smith G. L., Hay A. J. (1982). Replication of the influenza virus genome, 
Virology, 118, 96—108. 

64. Sveda M. M., Markoff L. /., Lai C.-J. (1982). Cell surface expression of the 
influenza virus hemagglutinin requires the hydrophobic carboxy-terminal se¬ 
quences, Cell, 30, 649—656. 




486 Глава 24 


65. Takanami Y., Fraenkel-Conrat H. (1982). Comparative studies on ribonucleic 
acid dependent RNA polymerases in cucumber mosaic virus infected cucum¬ 
ber and tobacco and uninfected tobacco plants, Biochemistry, 21, 3161— 
3167. 

66. Traver M. /., Northrop R. L., Walker D. L. (1960). Site of intracellular an¬ 
tigen production by myxoviruses, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 104, 268—273. 

67. Ulmanen /., Broni B. A., Krug R. M. (1981). The role of two of the influ¬ 
enza virus core P proteins in recognizing cap 1 structures (m 7 GpppNm) on 
RNAs and in initiating viral RNA transcription, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
78, 7355—7359. 

68. Ulmanen L, Broni В . A., Krug R. M. (1983). Influenza virus temperature- 
sensitive cap (m 7 GpppNm)-dependent endonuclease, J. Virol., 45, 27—35. 

69. Varghese J. N., Laver W. G., Colman P. M. (1983). Structure of the influen¬ 
za virus glycoprotein antigen neuraminidase at 2.9 A resolution, Nature 
(bond.), 303, 35—40. 

70. von Magnus P. (1951). Propagation of the PR8 strain of influenza A virus 
in chick embryo, Acta Pathol. Microbiol. Immunol. Scand., 28, 278—293. 

71. Waterson A. P . (1962). Two kinds of myxovirus, Nature (Lond.), 193, 
1163—1164. 

72. Wilson /. A ., Skehel J . /., Wiley D. C. (1981). Structure of the haemaggluti- 
nin membrane glycoprotein of influenza virus at 3 A resolution, Nature 
(Lond.), 289, 366—373. 




Список сокращений 


АЗКЦ 

антителозависимая клеточная цитотоксич¬ 
ность 

АСР 

активность, стимулирующая размножение 

В/в 

внутривенно 

В/м 

внутримышечно 

ИЛ-1, ИЛ-2 

интерлейкин 1, интерлейкин 2 

ИПФР 

инсулиноподобные факторы роста 

кд 

круговой дихроизм 

лик 

лимфоциты периферической крови 

п 

пропердин 

ПСПЭ или SSPE 

подострый склерозирующий панэнцефалит 

ТФР 

трансформирующие факторы роста 

ФАМ 

фактор активации макрофагов 

ФКЭ 

фибробласты куриных эмбрионов 

ФРТ 

фактор роста тромбоцитов 

ФТМ 

фактор торможения миграции макрофагов 

ЭФР 

эпидермальный фактор роста 

ААѴ 

аденоассоциированные вирусы 

АЕѴ 

вирус эритробластоза птиц 

ALV 

вирус лейкоза птиц 

BEV 

эндогенный вирус павианов 

BLV 

вирус лейкоза крупного рогатого скота 

BPV 

вирус папилломы крупного рогатого скота 

CPV 

вирус хронического паралича (пчел) 

CPVA 

вирус-сателлит вируса хронического пара¬ 
лича (пчел) 

CRPV 

вирус папилломы кроликов 

DH (ГЗТ) 

гиперчувствительность замедленного типа 

DHBV 

вирус гепатита В уток 

EBNA 

ядерный антиген вируса Эпштейна — Барр 

EHV 

вирус герпеса лошадей 
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FeLV 

FeSV 

FMDV 

GALV 

GSHV 

HAV 

HBV 

HCMV 

HPV 

HSV 

HTLV 

KiSV 

LAC 

LCMV 

MDV 

MMTV 

MPMV 

MuLV 

MuSV 

NDV 

NK 

REV 

RS 

RSV 

RVF 

SBMV 

SFFV 

вирус лейкоза кошек 

вирус саркомы кошек 

вирус ящура 

вирус лейкоза гиббонов 

вирус гепатита В земляных белок 

вирус гепатита А 

вирус гепатита В 

цитомегаловирус человека 

вирус папилломы человека 

вирус простого герпеса 

вирус Т-клеточного лейкоза человека 

вирус саркомы Кирстена 

вирус Ла Кросс 

вирус лимфоцитарного хориоменингита 
вирус болезни Марека 
вирус опухоли молочных желез мышей 
вирус обезьян Мезон — Пфайзера 
вирус лейкоза мышей 
вирус саркомы мышей 
вирус ньюкаслской болезни 
естественные киллеры 
вирус ретикулоэндотелиоза птиц 
респираторно-синцитиальный вирус 
вирус саркомы Рауса 
вирус лихорадки Долины Рифт 
вирус южной мозаики бобов 
вирус Френд, вызывающий образова¬ 
ние фокусов в селезенке 

SFV 

SIN 

SSH 

SSV 

STNV 

SV40 

TBSV 

Tc 

Td 

вирус леса Семлики 

вирус Синдбис 

вирус зайца-беляка 

вирус саркомы обезьян 

вирус-сателлит вируса некроза табака 

обезьяний вирус 40 

вирус кустистой карликовости томатов 
цитотоксические Т-клетки 

Т-клетки, вызывающие гипер чувстви¬ 

TMV 

Ts 

VSV 

VZV 

WHY 

тельность замедленного типа 

вирус табачной мозаики 

супрессорные Т-клетки 

вирус везикулярного стоматита 

вирус ветрянки/опоясывающего лишая 

вирус гепатита В североамериканского лес 

ного сурка 
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